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Technologie pro zajisténi dlouhodobé
zivotaschopnosti semen v Genové

bance v Praze

Holubec V., Papouskova L., Hlasna éepkové P., Matéjovic M.

Genova banka, VURV v.v.i., Praha
holubec@vurv.cz, papouskova@vurv.cz

Genetické zdroje rostlin a genové banky

Péstovanim a Slechténim vznikla u zemédél-
sky vyuZivanych druhlG vyznamnd vnitrodru-
hova genetickda diverzita, reprezentovana
Slechténymi a krajovymi odriidami a jinym
genetickym materidlem, které jsou spolu
s planymi pribuznymi druhy oznacovany jako
genetické zdroje rostlin (GZR). Konzervace
GZR pro jejich soudasné i budouci vyuziti je
zakladni ¢innost, ktera je uplatiovana i v me-
zinarodnim méritku. VétSina GZR je uchova-
vana v narodnich genovych bankach (83 %)
a v Mezinarodnich centrech pro zemédélsky
vyzkum (CGIAR), kde je ulozeno cca Il %
svétovych genofondu. Odhaduije se, Ze ve své-
té je nyni v kolekcich genovych bank shromaz-
déno asi 7,5 mil. polozek GZR, z toho tretina
je v Evropé. Cilem genovych bank je vytvoreni
optimalnich podminek pro dlouhodobé ulo-
Zeni semen kulturnich i planych druht rostlin
k zachovani jejich Zivotnosti v dlouhodobém
horizontu bez nutnosti presevu.

V Ceské republice se shromazdovani gene-
tickych zdroju rostlin, jako vychozich §lech-
titelskych materidlQ, datuje jiZ od pocatku
minulého stoleti, kdy jsou k dispozici prvni
zpravy o shromazdovani a studiu odrid jec-
mene (1899) a psenice (1903). Konzervace
semeny mnozenych GZR byla zajiStovana
v neklimatizovanych skladech a podle stavu
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kli¢ivosti byla nutna ¢asta regenerace, podle
typu plodiny kazdych 3-5 let. Dulezitym mil-
nikem byl rok 1988, kdy byl ve Vyzkumném
Gstavu rostlinné vyroby (VURV) Praha zaha-
jen rutinni provoz genové banky.

Veskeré aktivity, které se tykaji GZR,
jsou v souladu s podminkami zakona
¢. 148/2003 Sb., o genetickych zdrojich rost-
lin a mikroorganismid a jsou také zahrnuty
v Narodnim programu pro genetické zdroje
rostlin (NP GZR), ktery byl zahajeny Minis-
terstvem zemé&délstvi CR v roce 1993 a kte-
rého se Gcastni 12 privatnich i statnich insti-
tuci. Koordinaci NP GZR je povéreno praco-
vi$té Genové banky VURV. V soucasné dobé
je v NP GZR zarazeno pres 55 tisic GZR,
z toho 81 % jsou generativné mnozené GZR
a zbytek tvori vegetativné mnozené GZR,
kdy za kazdou plodinovou kolekci odpovida
kurator kolekce.

Genova banka Praha - Ruzyné

Zabezpeceni konzervace GZR by mélo pro-
bihat co nejefektivnéji, s maximalnim ohle-
dem na biologické zvlastnosti jednotlivych
druhl rostlin i kategorii GZR (plané dru-
hy, krajové odrudy, Slechténé odrudy), ale
i s ohledem na nezbytné a racionalni naklady
pro zabezpedeni dlouhodobé Zivotnosti se-
men. Strategie a metody konzervace GZR by
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mély garantovat optimalizaci v§ech krokl od
zaseti pres sklizen, vymlat, suseni, manipula-
ce a podminky uloZeni semen pFi zachovani
optimalnich biologickych a fyzikalnich para-
metrd semen. PFi regeneraci osiv je treba
dbat na minimalizaci patogennich mikroor-
ganismu na semenech. Néslednd manipula-
ce s osivem musi byt provadéna biologicky
Setrnymi postupy pro minimalizaci mikropo-
skozeni a zamezeni expozice vysokymi tep-
lotami. Nutnou podminkou je i zachovani ge-
netické kvality materidlu - cistoty linie nebo
diverzity populace, s ¢imz souvisi minimalni
mnozstvi semen ve vzorku, vylouceni gene-
tického driftu nebo genetické selekce vlivem
nepfiznivych podminek regenerace.

Dlouhodobé uchovani semennych vzorka
zajiStuje pro vSechna pracovisté v ramci NP
GZR Genova banka ve VURY, Praha-Ruzyné.
V soucasné dobé je v genové bance uchova-
vano 44 500 generativné mnozenych gene-
tickych zdroju rostlin z raznych plodinovych
kolekci NP GZR. Vzorky semen jsou na
ulozeni do skladu predavany z plodinovych
kolekei pracovist NP GZR zodpovédnych
za jednotlivé plodiny. Pro uloZeni do geno-
vé banky musi vzorek GZR spliovat stan-
dardy, uvedené v Metodice NP GZR (http://
genbank.vurv.cz/genetic/nar_prog_rostlin/
index.php#).

Vsechny GZR jsou oznaceny Narodnim evi-
dencnim ¢islem, musi mit odpovidajici homo-
genitu i zdravotni stav. Obsah vody pFi pFij-
mu vzorku by se mél pohybovat pod dvanac-
ti procenty. Minimalni klicivost predavaného
vzorku by méla dosahovat 95 %, ale existu-
ji urcité vyjimky pro méné klicivé rostlinné
druhy (napriklad pro plané druhy, nékteré
druhy trav i aromatické a lécivé rostliny,
repu). Pred ulozenim do skladu genové ban-
ky se semena vysusi pomoci Setrného dlou-
hodobého suseni pri teploté 15 — 20 °C na

obsah vody doporuceny pro jednotlivé druhy
(4 - 8 % obsahu vody).

Vzorky jsou v chladovych komorach ulozeny
v oznacenych sklenénych lahvich, do kterych
je vlozena i prislusnd jmenovka a maly sacek
se silikagelem s indikatorem vlhkosti. Sili-
kagel absorbuje zbytkovou vlhkost vzduchu
a pfi manipulaci se vzorkem je silikagel na-
hrazen cerstvym. Pro oznaceni je pouzivan
carovy kod skladu urcujici presnou identifi-
kaci vzorku, véetné umisténi ve skladu.

V roce 2010 byla ukoncena v Genové bance
rekonstrukce skladu, pri niz doslo ke zvyseni
kapacity skladovacich prostor z puvodnich
5 na nynéjsich 10 chladovych komor (Obr. ).
Vsechny komory jsou chlazeny na -18 °C,
coz odpovidd mezinirodnim standardim
(FAo 2014) pro dlouhodobé skladovani GZR.

Obr. I: Chladové komory genové banky

Pri suSeni na doporucené hodnoty vlhkosti
6-8% (Fao 2014) je treba zajistit teplotu skla-
dovani -18 az -20 °C, coz je standardni tep-
lota pouzivana kvalitnimi genovymi bankami
Evropy a svéta. ZvySeni teploty na -10 az
-15 °C jiz vede ke ztraté pIlné délky potenci-
alni Zivotnosti (BORNER et al. 2018).



Metody suseni a teplota skladovani

Dlouhodobé uchovani semen lze zajistit
zejména kombinaci tfi faktord: vysoké kva-
lity vstupnich vzorkd semen, jejich vysuse-
nim na nizkou hladinu vlhkosti a skladovaci
teplotou. Kombinace téchto faktori zajisti
snizenou uroven metabolismu nutnou pro
dlouhovékost. Kvalita je dana biologicky Se-
trnou vyrobou osiva a proménné jsou vihkost
a teplota. Pri vysuseni semen na biologickou
hranici vlhkosti nemusi byt pozadovana teplo-
ta skladovani zaporna, ale postaéi nadnulova
(Perez-GARcia et al. 2007). U semen obilnin
je predikovana potencialni Zivotnost presa-
hujici 100 let (TREUREN et al. 2018), v praxi ale
v genové bance IPK byl zaznamenan pokles
krivky Zivotnosti vétSiny semen okolo 35 roku
(BORNER et al. 2018).

Pro zvyseni Zivotnosti semen byla zkouSena
metoda ultrasuchych semen (Perez-GARcia et
al. 2007). Jedna se o suseni k biologické hranici
Zivotnosti semen, na uroven 0,3-3% vlhkosti,
pfi¢emz je tfeba zajistit dlouhodobé suseni
(obr. 2) pfi teploté do 20°C (doporucuje se do
17°C). Dvacet pét semennych polozek ¢eledi
Brassicaceae bylo vysuseno pod 3 % vlhkosti
a jedna sada vzorkd byla uloZena v genové
bance pfi-5a-10 °Cv hermeticky uzavrenych
obalech, druha sada byla umisténa pfi poko-
jové teploté. Po 34-40 letech byla hodnocena
jejich vitalita. V pripadé uskladnéni za nizké
teploty v genové bance vykazovalo deset po-
lozek z dvanacti vysokou pocatecni klicivost
(s nizkou dormanci) a tato klic¢ivost nebyla
snizena ani po ukonéeni pokusu (91-100 %).
Ve dvou pripadech se projevila sekundarni
dormance, coz se podarilo Gspésné prekonat
skarifikaci.

Dalsi sada |13 semennych vzorkl vykazovala
kli¢ivost mezi 0-20 %, tedy byla s vysokou

pocatecni dormanci. V jednom pripadé do-
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Obr. 2: Suseni osiva pied uloZenim

Slo k preruseni dormance a tim ke snizeni
nasledné klic¢ivosti na 92 %, v 9 pripadech byla
kli¢ivost vyrazné zvysena dodanim GA3 nebo
skarifikaci. Dormance se mize béhem sklado-
muze dojit k jejimu prodlouzeni nebo nastupu
dalsi faze, nebo se vilbec neménit. Sada vzor-
ki umisténa pri pokojové teploté vykazovala
v kli¢ivosti podobné hodnoty jako u vzorku,
uloZenych pfi -5 az -10 °C. Tento vysledek
naznacuje, ze teplota uskladnéni nemusi byt
tak dilezita, prinejmensim pro stfednédo-
bé uskladnéni, pokud jsou semena extrémné
vysusena. Priprava ultrasuchych semen vsak
vyzaduje velkou kapacitu susaren a nasledné
dosouseni silikagelem a narazi na kapacitni
moznosti genovych bank a na specifika jed-
notlivych rostlinnych druh.

Univerzalnim reSenim je kryokonzervace
(semen, casti rostlin, tkanovych kultur), kde
doba skladovani v podstaté neni limitujicim
faktorem. Rutinni provoz kryokonzervace
semen je napriklad v USA (National Labo-
ratory for Genetic Resources Preservation,
Fort Collins, CO) jiz od konce 70 let minulého
stoleti. V ramci NP GZR v Ceské republice
slouzi kryokonzervace jako bezpecnostni du-
plikace pouze pro vybrané druhy vegetativné
mnozenych GZR.
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Metody testovani kli¢ivosti
a oSetFeni osiva

Hlavnimi parametry kvality osiva jsou pro-
cento klicivosti a vitalita (PAzDerU 2009).
Pfed ulozenim do skladu se testuje klicivost
osiva dle standardni metodiky ISTA (ISTA
2011) (Obr. 3). Béhem skladovani probiha
pravidelna inventarizace osiv s kontrolou
klic¢ivosti. Pokud dojde k vyznamnému po-
klesu klic¢ivosti, je potreba vzorek za pres-
né specifikovanych podminek regenerovat
(regeneraci provadéji kuratori kolekci) a po
regeneraci uloZit nova semena. Interval kon-
trol je nastaven podle typu ulozenych plodin
na 10-20 let.

Na zakladé zaznamu o kli¢ivosti semen, které
jsou v genové bance k dispozici od zahdjeni
provozu, bylo zjisténo, ze napriklad u klici-
vosti 60 nejstarsich polozek psenice doslo za
poslednich 23-28 let k poklesu pouze o 2 %.
Zmeény klicivosti u dalSich plodin jsou zazna-
menany v Tabulce |. U je€mene byl nejvyssi
pokles zpusoben pravdépodobné horsi pocda-
teéni kli¢ivosti. V pripadé narustu klicivosti
se jedna o dormanci pri testovani vstupni
kli¢ivosti.

Obr. 3: Testovani kli¢ivosti

Klic¢ivost, energie kli¢eni a vzchazeni jsou pa-
rametry osiva, urcujici vyvoj a kvalitu porostu
a tim predurcuji do znaéné miry i budouci
vynos. Energie kli¢eni je definovana jako pro-
cento semen vyklicenych za dany cas od jejich
zbobtnani (HosnebL 2003) a je jednoduchym
testem vitality (Pazperu 2009). Energie klici-
vosti je také vhodnym parametrem pro vyja-
dreni moznosti skladovaciho potencialu osiva
s ohledem na rychlost a vyrovnanost klic¢eni
(Don 2009). Vitalita (vnitfni kvalita semen)
osiva je slozita fyziologicka charakteristika, jez
je nezbytna k zajisténi rychlého a jednotného
vyvoje rostlin v polnich podminkach (VENTURA
et al. 2012) a vyrazné ovliviiuje i skladovatel-
nost semen.

Tabulka I: Zmény klicivosti semen u vybranych plodin za urcité obdobi

pocet pocatecni rozdil sledované
Plodina sledovanych klic¢ivost  klic¢ivosti obdobi

vzorku (%) (%) (roky)
Triticum L. 60 95,3 -2 23-28
xTriticosecale WITTM. (winter) 26 89,2 0 20
Hordeum L. (spring) 44 89,8 -11,9 20
Phaseolus L. 365 92,1 -1,2 19
Pisum sativum L. convar. sativum 212 74, -14,6 19
Brassica napus L. var. napus 48 78,9 -0,1 20
Brassica rapa L. f. biennis THELL. 16 79,5 0 20
Sinapis alba L. 6 72,6 0 20



V ramci nového vyzkumu semen v GB bude
zkousena metoda nizkoteplotniho plazma-
tu pro prodlouzeni skladovatelnosti osiva
a zlepseni jeho zdravotniho stavu (Obr. 4).
PFi vyuziti plazmy pro osSetrovani semen
a potravin se vyuziva efektu elektrického
vyboje, pri kterém vznika v zavislosti na po-
uzitém nosném plynu rada ROS (reaktivni
formy kysliku)/NOS (reaktivni formy dusi-
ku). Nékteri autofi potvrzuji pozitivni vliv
technologie nizkoteplotniho plazmatu na
kli¢ivost semen (FiLaTova et al. 2011), potla-
éeni vlivu fytopatogennich organismu (Obr.
4, 5) (ZIMMERMANN 2007) a také na zlepSeni
kvality zrn diky snizeni obsahu toxinu a ni-
trath (FiLatova et al. 2014, LinG et al. 2015).
Osetreni nizkoteplotnim plazmatem zvysuje
vitalitu osiva (AMBRico et al. 2017) a procen-
to kli¢ivosti, mize snizit vliv plsobeni stre-
su suchem na kliceni i rust kli¢nich rostlin.
Potencial kli¢ivosti a dalsi rdst semenackd
se napr. v pokusu Guo et al. (2017) zvysil po
oSetreni DBD (dielectric barrier discharge
plasma) o 27,2 %. Aplikace elektrického vy-
boje téZ navysila hladinu rozpustnych cukrt
a prolinu (Guo et al. 2017). Metody stude-
né plazmy (cold plasma, CP) byly vyvinuty
plvodné pro vylepseni adheznich vlastnosti
polymerd, zvysujici povrchové napéti mate-
rialG a pro poutziti v riznych oblastech elek-
troniky (EKeziE et al. 2017). V soucasnosti je
spektrum vyuziti nizkoteplotnich technologii
Siroké, zahrnuje mimo jiné sterilizace nastro-
jti ve zdravotnictvi (CUrN et al. 2018), Gpravu
potravinarskych produktd proti mikrobial-
nim patogenam (CUrN et al. 2018, Ekezie et
al. 2017). Osetrenim semen bazalky (Ocimum
basilicum L.) doslo ke statisticky vyznamnému
snizeni mikrobialni zatéZe osiva bez vlivu na
Zivotnost semen, kdyz zjisténé konidie fyto-
patogennich hub, zejména v oblasti mikro-
pyle, byly po osSetfeni plazmou destruovany
(Americo et al. 2017), rast vykli¢enych seme-
nacu byl urychlen a doslo k celkovému navy-
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Obr. 4: Zabér na elektricky vyboj generdtoru plazmy typu
Gliding-Arc. Vyboj je proudem nosného plynu (kyslik, du-
sik, atd.) hndn do Petriho misky (ve spodni &dsti snimku),
ve které je umisténo oSetfované osivo.

Seni parametry rastu mladych rostlin jako je
celkova délka/vyska, hmotnost susiny a pro-
dluZovanf listi (Americo et al. 2017). U rostlin
repky byly hodnoty délky korene vyssi nez
u kontrolnich vzorkl a stejné tak se zvysila
odolnost semendéu Fepky vuéi stresu suchem
(Curn et al. 2018). SEM (skenovaci elektro-
nova mikroskopie), provedena na rostlinach
prokazala, Ze po oSetreni nizkoteplotni plaz-
mou nedoslo k vyznamnému poruseni obali
semene ani embrya (Americo et al. 2017).

Celkovy efekt oSetfeni semen plazmovymi
technologiemi a pri vyboji vznikajicimi re-
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Obr. 5: Fotografie obilky pSenice seté (Triticum aestivum
L.) kolonizované hyfami (I) houby rodu Mucor s rozvije-
jicim se myceliem (2). Snimek pofizen binolupou Bresser
Biolux ICD, kamerou Bresser MikroCam 5.0M a SW Mi-
kroCamlLab v6.1.4.0 for Windows, pfi zvétSeni 20x. (Foto:
Matéjovic).

aktivnimi formami kysliku a dusiku s nasled-
nymi zménami ve strukture povrchu semen
a zménami mikrobidlniho zatiZeni, mlze vy-
znamné zvysit zivotnost (vigor) osiva (AMBRI-
co et al. 2017).

Dosud byly vyzkouseny v laboratornich a po-
loprovoznich pokusech nasledujici metody
fyzikélniho oSetreni semen: Ar-O, plasma
(kysliko-argonova plazma), kdy je nosnym
plynem, ve kterém dochazi k elektrickému
vyboji, kyslik a argon, DBD plasma (dielectric
barrier discharge plasma), pfi které dochazi
k elektrickému vyboji v kyslikové atmosfére
a Gliding-Arc plasma (Obr. 4), kde je hnacim
plynem dusik nebo kyslik a oSetFeni probiha
za atmosférického tlaku. Proud N-O, plynu
prochazi mezi elektrodami, mezi kterymi do-
chazi ke vzniku vysokonapétového elektric-
kého vyboje a proudem prochazejiciho plynu
je vyboj vytlacovan vné elektrod a dochazi
tak ke vzniku elektrického oblouku (gliding-
-arc). Doba expozice se u jednotlivych me-
tod pohybuje od nékolika sekund (MATRA

Obr. 6: Fotografie obilky pSenice seté (Triticum aestivum L.)
(1) s jiz vytvorenymi radikulami (3), kolonizovanymi hyfami
(2) rodu Mucor. Snimek pofizen binolupou Bresser Biolux
ICD, kamerou Bresser MikroCam 5.0M a SW MikroCa-
mLab v6.1.4.0 for Windows, pfi zvétSeni 20x.

2018) az po 13 min (Li et al. 2017). V pripadg,
kdy se uziva jako nosné médium smés néko-
lika plyn(, Ize vyuzit i jejich rGzné poméry
(MaTrA 2018).

Tyto metody ale nejsou doposud zavedené
a ovérené v zemédélské praxi a neexistuje
jejich srovnani s metodami dnes bézné po-
uzivanymi. Z toho je zrejmé, Ze tato proble-
matika hledani alternativnich postupt k che-
mickému osetreni, které by byly uplatnitelné
i u semen dlouhodobé uchovavanych v geno-
vé bance, je vysoce aktualni. VSechny ziskané
poznatky pak budou pouzity pfi konzervaci
semen v genové bance.
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Rostouci vyznam genetickych zdroju bram-
boru ve slechténi a geneticko - Slechtitelském
vyzkumu vedl jiz v roce 1952 ve VUB Havli¢-
kav Brod k zaloZeni kolekce dostupnych ge-
notypl bramboru a jejich udrzovani. Byla tak
zahajena dlouholeta tradice prace s genofondy
bramboru, ktera probiha v této instituci bez
prreruseni dosud. V sou¢asné dobé je VUB jed-
nim z povérenych pracovist, ktera zabezpecuiji
¢innosti spojené s konzervaci a vyuzivanim ge-

Obr. I: Cdst genové banky bramoboru in vitro

netickych zdroju kulturnich rostlin pod koor-
dinaci genové banky kulturnich rostlin, ktera je
soudasti VURYV Praha — Ruzyné a tuto &innost
vykonava z povéreni Ministerstva zemédélstvi
CR (DoMkAkRovA a HorACKoVA 2014) (Obr. 1).

Rod Solanum zahrnuje pres 2 000 druhu,
z nichZ jen asi 100 druhd tvofi hlizy. Je to
jednoletd bylina, ktera se teoreticky muze
rozmnozovat dvéma zpUsoby; a to genera-
tivné nebo vegetativné. Praktické mnozeni
bramboru ma sva specifika, ktera vyplyvaji
z tetrasomické dédi¢nosti kulturnich geno-
typU bramboru, ktera se projevuje znacnou
proménlivosti znaki a vlastnosti potomstev
ze samoopyleni a zamérného krizeni. Pro-
to jsou tetraploidni kulturni druhy Solanum
tuberosum rozmnozovany pouze vegetativné
hlizami a rovnéz vegetativni cestou mohou
byt udrzovany. Uchovavani vzorkd ve for-
mé semen je vyuzivano pouze u omezeného
souboru fertilnich planych a kulturnich druht
rodu Solanum.

Generativni zpusob mnozZeni je vSak nezbytny
v novoslechténi bramboru, nebot’ v semen-
né populaci se projevi kombinace vlastnosti
rodi€ovskych partnert a po podchyceni za-
doucich klonu probiha dal§i rozmnozZovani
vegetativnim zplsobem, ktery projev vysoké
heterozygotnosti eliminuje a zachovava vlast-
nosti Fl generace.



Znacnym problémem pri uchovani kolekei
genetickych zdroji bramboru byly virové
choroby, které se v naSich klimatickych,
geografickych a pudnich podminkach velmi
snadno rozsifuji a jsou pro brambory mi-
moradné Skodlivé. Proto pri polnim vedeni
a kazdoroénim vegetativnim presazovani
byla shromazdéna kolekce vystavena priro-
zenému infekénimu tlaku virovych chorob,
které vedlo ke zhorsovani zdravotniho stavu
a Casto ke ztratam materialu.

Velky prelom v ¢innosti genové banky bram-
boru nastal s rozvojem rostlinnych explanta-
tovych technik. Zejména téch postupl, které
Ize vyuzit k uchovavani kolekei vegetativné
mnozenych plodin a které pri manipulaci
na drovni in vitro zachovavaji genetickou
identitu materialu. Jednou z prvnich vege-
tativné mnozenych plodin u nas, u které se
zacala konzervace genovych zdroju in vitro
vyuzivat, byly brambory. Tento postup lze
pouzit nejen pro zachranu materialu plné
zamoreného virovymi chorobami brambo-
ru, ale vytvorily se i podminky pro aktivni
eradikaci virt, véetné rozpracovani postupu
detekce pFitomnosti virové infekce na trovni
in vitro kultury.

Techniky tkanové kultury podstatné rozsi-
Fily moznosti vyuzivani genetickych zdroju
bramboru, nebot’ dovoluji éasové praktic-
ky neomezené udrzovani Sirokého spektra
genotypl v definovanych podminkach, bez
nebezpedi reinfekce viry. Kultury vyzaduji
minimalni naroky na skladovaci prostory,
umoznuji snadnou detekci a ozdraveni od
virovych chorob a v pripadé potreby, kdy-
koliv béhem roku pripravu pozadovanych
genotypu. Kultivace in vitro pfispéla vyrazné
i k rozvoji mezinarodni vymény genovych
zdrojl, nebot’ celosvétova sit’ genovych
bank bramboru pracuje jiz vyhradné na
principu in vitro konzervace a predstavuje
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dostupnou zdkladnu s dostatecné Sirokym
spektrem genetickych materiald.

Postupy pouzivané ke konzervaci bramboru

in vitro se lisi mezi jednotlivymi svétovymi ko-

lekcemi v dil¢ich detailech, pri¢emz spolecné
vSem jsou nasledujici aspekty:

- jednoduchost zakladani kultury a moznost
jejiho vyuziti pro Siroké spektrum genoty-
pu bramboru,

- schopnost dlouhodobého udrzovani orga-
nogenetické schopnosti v kulture in vitro
a dlouha subkultivacni perioda,

- moznost zachovani genetické homogenity
a identity udrzovaného materialu s mate-
rialem vychozim.

Dlouhodoba konzervace genetickych
zdroji bramboru v kultufe in vitro

Ve VUB Havli¢kiv Brod byla provedena cela
série pokusi zamérenych na techniky dlou-
hodobého udrzovanim bramboru v kulture
in vitro. PFedevsim byl sledovan vliv slozeni
kultivac¢nich médii a podminek kultivace na
zpomaleni ristu kultur a vyvolani tuberizace
in vitro, na zpusoby zakladani kultur a potladeni
kontaminaci pri prevodu do sterilniho pro-
stfedi a rovnéz na postupy aktivni eradikace
virové infekce v kulture in vitro (DOMKAROVA
a HorAckovA 2013, HorACkovA a DOMKAROVA
1998, HorACKkovA a DoMKAROVA 1999, HORAC-
KovA a kol. 2004, HorACKOVA a DOMKAROVA
2005, HorAckovA a DoMkAROVA 2018 v tisku).

Na zikladé téchto pokust byl vypracovan me-
todicky postup dlouhodobé kultivace in vitro.
Je zalozen na upravé zakladnich podminek,
které zpomaluji rust a vyvoj rostlin (teplota,
svételny rezim, sloZeni kultivacnich médir)
a stimuluji tuberizaci in vitro (Obr. 2). Cely
cyklus uchovavani je rozdélen do nékolika
krokt (HorACKkovA a DEDIC 2009, HORACKOVA
a DomMkARovA 2012).
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Obr. 2: Tuberizace pfi dlouhodobém uchovavani in vitro

Prevod a zaloZeni aseptické kultury in vitro

K prevodu do in vitro se pouzivaji stonkové
segmenty odebirané predevsim ze skleniko-
vych rostlin, nebo klicky hliz (Obr. 3). Provést
Ize i primy vysev semen na agar, pouzivany
predevsim u planych druhl. Prevodové seg-
menty vyzaduji pred prenesenim do aseptic-
kého prostredi kultury in vitro dikladnou, ale
Setrnou povrchovou sterilizaci a navazujici
vicenasobnou, kratkodobou kultivaci na za-
kladnich médiich obohacenych o selektivni
antibakterialni prostredky k odstranéni neza-
doucich kontaminaci, které ve vétsiné pripadu

Obr. 3: Pfevod stonkovych segmentti do in vitro kultury

nepochazeji z povrchu segmentu, ale vyskytuji
se uvnitr pletiv. Cista kultura je obvykle ziska-
na po tfech az ctyfech mésicich od prevodu.

Kultivaéni média a podminky pro dlouho-
dobé uchovavani

K indukci tuberizace béhem kultivace, tedy
tvorby mikrohlizek v prostredi in vitro, dochazi
soucasnym pusobenim nékolika faktoru stre-
sové povahy. Jednim ze zakladnich je Gprava
slozeni zivného média, kdy se v zdkladnim mé-
diu MS 62 (MURASHIGE a SkooG 1962) zvysuje
obsah sacharézy a pridava se retardant rustu
Alar 85. Kazdy k udrzovani pFipraveny geno-
typ je pasazovan na tfi zivna média rGzného
slozeni. Na zpomaleni rychlosti ristu rostlin
in vitro pusobi rovnéz zmény ve fyzikélnich
podminkach béhem kultivacniho procesu, a to
snizena, ale vitalni kultivaéni teplota (10 °C),
zkracena fotoperioda (10 h svétlo, 14 h tma)
6 mésicich zacnou rostliny in vitro tvorit mikro-
hlizky, probéhne dormance a mikrohlizky
zaénou rasit. Celkova délka kultivaéniho cyklu
je obvykle 12 - 18 mésict a po té nasleduje
regeneracni pasaz.

Regeneracni pasaz na nova média

Subkultivace na nova média se provadi pomoci
rasicich mikrohlizek po periodé dormance,
nebo prezivajicich segmentt stonku, pripadné
zelenych zbytkd{ plvodnich rostlin. V zavislosti
na udrzovaném materialu se muze projevit
jista variabilita ristové reakce, proto je nut-
na prubézni kontrola a v pripadé patrnych
rozdilt v ristu i drivéjsi regeneraéni pasaz.
Regenerace vzorkl zaéind prenesenim Zivo-
taschopnych segmentd na zédkladni mnozici
Zivné médium. Jednou az dvéma subkultiva-
cemi se namnozi pocet rostlin potrebnych
k opétovnému zalozeni kultury v podminkach
dlouhodobé kultivaci in vitro. Do chladového



rezimu genové banky jsou prenaseny jiz vy-
vijejici se rostliny. V pripadé pozadavku se
u vybrané polozky mohou kdykoliv v prubé-
hu roku pouzit zivé ¢asti uchovavané kultury
k pasazovani na mnozici médium MS a pripravi
se material k dalSimu vyuziti.

Eradikace virové infekce in vitro
v kolekci genové banky bramboru

Postupné bylo do dlouhodobého uchovavani
prevedeno cca 1.600 polozek z polniho vede-
ni. V kolekci vyrazné prevysovaly genotypy
napadené jednim i vice viry bramboru. Nahra-
da klasického zpUsobu za udrzovani v kulture
in vitro probihala postupné, pocinaje nejvice
zamorenymi polozkami. Byla tak pred nena-
hraditelnou ztratou zachranéna rada geno-
typu. Nedobry zdravotni stav kolekce vsak
vyrazné snizoval jeji hodnotu a vyuZzitelnost.
Pro zlepseni tohoto stavu byla zahdjena roz-
sahla aktivni eradikace virové infekce.

K ozdravovani od virovych chorob v kulture
in vitro je vyuzivano nékolika postupt (HORAC-
KOVA a kol. 2007, HorAckovA a Debic 2009,
HorAckovA a kol. 2010, HorACkovA a Dom-
KAROVA 2012).

V prvé fazi je uplatiovana klasicka metoda,
spodivajici v kombinaci termoterapie s na-
slednym odbérem vrcholovych meristéma.
Metoda vychazi ze skuteénosti, Ze virus neni
v rostliné bramboru rovhomérné rozlozen,
jeho koncentrace klesa, jak smérem k vege-
tacnimu vrcholu, tak smérem ke korenové
$picce. Eliminovatelnost jednotlivych virt je
rozdilna a zavisi na tom, do jaké vzdalenos-
hladinu ma virus A bramboru (PVA), o néco
vyssi je u vird Y (PVY) a svinutky (PLRV).
Virus X (PVX) a virus M (PVM) vystupuji ve
vegetacnim vrcholu vysoko a zéna bez viru je
velmi mald. Nejvyse vystupuje virus S (PVS),
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ktery se Casto dostava primo do bunék me-
ristematického vrcholu. Soudasti postupu je
pouziti termoterapie, ktera ovliviiuje multi-
plikaci a translokaci vird a vede ke zvétseni
viruprosté zoény ve vrcholovych pletivech.

Rostliny in vitro jsou ovliviiovany teplotou
37 °C po dobu 6 tydnu a nasledné pak ode-
birany vrcholové &asti pupent do velikosti
I mm, tvorené obvykle apikalnim vrcholem
se dvéma az tremi listovymi zaklady a zbytky
krycich Supin. Apikalni vrcholy se odebiraji
jak z vrcholu stonkd, tak zejména z Gzlabnich
pupend listl. Preparace probiha pod stere-
omikroskopem pri 16ti az 24ti nasobném
zvétsSeni a odrezky se kultivuji ve zkumavkach
na Sikmém agaru, na médiu B5 pro izolaci
meristému. Regenerace rostlinek schopnych
dalSiho pasazovani (vyska cca 4 cm) trva,
v zavislosti na ozdravovaném genotypu, triaz
Etyri mésice od odbéru vrcholl. Tento zpu-
sob ozdravovani je vhodny zejména pro viry
A (PVA), Y (PVY) a virus svinutky brambo-
ru (PLRV). Pokud nedojde k odstranéni viru
po probéhnuti celého eliminaéniho procesu,
musi se termoterapie a odbér meristému
nékdy i vicekrat opakovat.

Vazny problém v genové bance predstavoval
virus S (PVS), ktery byl u nas, na rozdil od
zahranici, dlouhodobé tolerovan a nepatfil
mezi viry povinné kontrolované pri certifikaci
sadby. To bylo u nas zavedeno vyhlaskou az
od roku 2006. V kolekci genové banky byl
virus S nejcastéji pritomnym virem. Vzhle-
dem k tomu, Ze tento virus vystupuje vyso-
ko do vegetaéniho vrcholu, je moznost jeho
odstranéni klasickym postupem minimalni.
Z tohoto diivodu byl ve VUB rozpracovin
postup eliminace viru S pomoci chemotera-
pie in vitro, ktera je zaloZena na aplikaci pre-
paratu s virostatickym ucinkem (HorRACKOVA
1998, HorAcCkovA a Depi¢ 2009, HoRAEKOVA
a DomkAROVA 2012).
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Nejlépe se osvéddil pripravek Ribavirin, syn-
teticky ribosid, ktery inhibuje replikaci viru
a vyrazné zpomaluje jeho systémové Sireni
v rostliné. Metodicky postup chemoterapie
je zaloZen na opakovaném pasazovani rostlin
na zakladni agarové zivné médium s Ribavi-
rinem. Vrcholové rizky se vkladaji po deseti
do plastovych kultivacnich nadob a cely cyk-
lus se v rozmezi ¢tyf tydnd trikrat opakuje.
Vzorek se po treti pasazi rozklonuje podle
jednotlivych ovliviovanych rostlin a pfipra-
vi k otestovani. Pri ozdravovani od viru S je
pri pouziti chemoterapie dosahovano velmi
pozitivniho efektu, viry A (PVA), Y (PVY)
a svinutka bramboru (PLRV) na tuto terapii
pozitivné nereaguji.

Po ukonceni kazdé faze aktivniho ozdravo-
vani se u vSech postupl vyuZiva k otesto-
vani zdravotniho stavu imunoenzymaticka
metoda ELISA, nejprve pfimo z rostlin in vitro
a u detekovanych zdravych klonl nasleduje

Tetraploidizované plané
a kulturni druhy rodu
Solanum; 19; 1%
Dihaploidy; 270; 10% ——_

Tetraploidni krizenci
Solanum tuberosum;
507;20%

Graf I: Podil jednotlivych kategorii materidlu v genové bance

Solanum - 5 druhu; 188;

otestovani z rostlin in vivo vysazenych ve skle-
niku. Hodnoti se pritomnost vSech béznych
vir bramboru (PVS, PVM, PVX, PVA, PVY
a PLRV). Klony s potvrzenym bezvirovym
zdravotnim stavem se rozmnozi a vyuziji
k zalozeni kultury pro dlouhodobou kulti-
vaci. Casovy interval od pFevodu do kultury
in vitro po dosazeni ozdravenych klonU se,
v zavislosti na odstrafnovanych virech, pohy-
buje obvykle mezi 10 az 14 mésici, pri smiSené
infekci i déle.

V kolekei genetickych zdroji rodu Solanum
udrzované ve VUB bylo do konce roku 2017
shromazdéno 2.581 polozek. Systematickym
odstranovanim virové infekce bylo dosaze-
no stavu, kdy je 99,88 % kolekce udrzovano
v bezvirovém stavu a sbirka se rozsiruje pouze
o materialy ziskané jako bezvirové, pripadné
aktivné ozdravené vzorky. SloZeni genové
banky a pocetni rozsah jednotlivych dilcich
kolekci je vyjadren graficky (Graf I).

Kulturni druhy rodu Plané druhy rodu

Solanum - 23 druhu;

7% 136; 5%

Mezidruhové hybridy
rodu Solanum; | 18; 5%

Odridy Solanum
tuberosum; 1343;52%



500

450 +
400
350 +
300
250
200
150
100
50 1~

0+ ' -
1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

® Ostatni

® Zahranicni uzivatelé

Graf 2: Pfehled poskytovani genetickych zdroji bramboru

Genova banka in vitro ve VUB Havl. Brod ma
parametry srovnatelné s prednimi svétovy-
mi bankami a predstavuje zdroj Fady donoru
vyznamnych hospodarskych vlastnosti, rezi-
stenci proti chorobam a skddcdm, biotickym
a abiotickym stresim. Velkd pozornost je
v Genové bance vénovana zachovani genetické
rozmanitosti genotypl bramboru vytvorenych
na Gzemi naseho statu, ty tvori cca 34 % ko-

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Vyzkumna pracovisté a pedagogicka pracovisté

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

= Slechtitelé

lekce. Shromazdéné vzorky jsou dostupné
pro vyzkum, slechténi a vzdélavani a poskytuji
se predevsim praktickym Slechtitelum, vy-
zkumnym pracovistim, univerzitam, muzeim,
botanickym zahraddm v celé CR a rovnéz
radé zahraniénich uzivateld. Informaci o vy-
uzivani banky doklada prilozeny graf posky-
tovani genetickych zdroji bramboru v letech
1994 — 2017 (Graf 2).
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Technologie kryoprezervace: Patnact let
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Kryobanky jsou budovany pro dlouhodobé
skladovani vegetativhé rozmnozovanych
rostlin pFi ultra nizkych teplotach. Navic né-
které kryobanky skladuji také rekalcitrantni
semena, kterd netoleruji hluboké vysuseni.
Uchovani genofondu rostlin v prirozenych
podminkach s kazdorocnim zalozenim po-
rostu (napfr. éesnek) nebo ve viceleté kulture
(ovocné dreviny, chmel) se nepovazuje za
bezpelné. Zivotnost takto uchovévanych
druht muze byt nespolehlivd, mohou byt
ohrozeny abiotickymi environmentalnimi
faktory, zvlasté pri ménicich se klimatic-
kych podminkach (nedostatek vody, nizka
teplota a dalsi) i biotickymi faktory (Skudci
a nemoci). Jako alternativni metoda ucho-
vani genofondu rostlin byla zavedena jejich
kryokonzervace, ulozeni v kapalném dusiku
v teplotach -196 °C.

Kryokonzervace je zaloZena na snizeni
a nasledném zastaveni metabolickych funkci
biologického materialu ulozeného pri ultra
nizké teploté kapalného dusiku (-196 °C).
Kryoprezervace uchovavanych rostlin je
vyuzivana jako ,safe duplicate” k metodam
uchovani genofondu rostlin v polnich pod-
minkach, ktera slouzi jako bezpeéna zaloha
oproti jinym odli§nym postupiim, co do mista
a zpusobu uchovani.

Kratky nastin vyvoje kryoprezervace
ve svété

Jizvroce 1984 popsal poprvé Fahy a jeho spo-
lupracovnici vitrifikaci bunék (FAHY et al. 1984),
ktera je zakladnim krokem k preziti explantatu
bez tvorby letalnich krystalkd ledu béhem ul-
tra-rychlého zmrazeni. V pribéhu &asu byly
popsany cetné postupy vitrifikace a primé-
ho ponoreni do kapalného dusiku také pro
rostliny (Nino et al. 1992, GRosPIETSCH et al.
1999, Keller 2002, TANAKA et al. 2004). Vsech-
ny postupy byly zaloZzeny na kryokonzervaci
prostych nebo enkapsulovanych vzrostnych
vrcholt (FABRe a DereupDRE 1990). Rychlym
ohfevem rostlinnych &asti, tzn. jejich ponore-
nim do teplé vody (40 °C), se zabrani tvorbé
ledu. Pripadna rekrystalizace pri pomalém tani
by byla letalni pro buiky meristému.

Historie kryoprezervace ve VURV

Pocatky kryoprezervace rostlin v Ceské re-
publice |ze datovat do poloviny sedmdesatych
let. Zakladatelem kryokonzervace ve VURV je
Ing. Vladimir Skladal, CSc. (Obr. I). Ing. Skladal
ziskal nejen nejmodernéjsi vybaveni kryola-
boratore, ale také pozval svétové experty
v oblasti kryoprezervace na své pracovisté.
Jeho mezinarodni ohlas vyustil v organizova-
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ni svétové konference v Marianskych laznich
v roce 1990, na kterou prijeli z celého svéta
odbornici nejen v kryoprezervaci rostlin, ale
také v kryoprezervaci pouzivané v humanni
mediciné.

Obr. I: Ing. Vladimir Sklddal, CSc. budujici kryolaboratof
ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v roce 1988.

Vyznamnym ocenénim pracovisté Fyziologie
a kryobiologie rostlin jako vedouciho praco-
vi§té v termalni analyze bylo usporadani Skoly
termické analyzy (TA School) v roce 2007
pro ulastniky z EU. Pro svuj velky uspéch
byla TA School zorganizovana opakované jesté
ve dvou nasledujicich letech. Béhem téchto
tfi roénikd absolvovalo TA School celkem 18
PhD studentl z celé EU, specializujicich se
na kryoprezervaci. Nasledujici roky byli na
dlouhodobé stazi na nasem pracovisti PhD
studenti z Argentiny, Brazilie, Slovenska, Pol-
ska, Finska a Norska.

V roce 2003 byly schvaleny Radou genetic-
kych zdroju rostlin Narodniho programu
konzervace a vyuzivani genetickych zdroju

rostlin, zvirat a mikroorganismu vyznamnych
pro vyzivu a zemédélstvi kryopostupy a byla
zalozena Kryobanka vegetativné mnozenych
rostlin ve VURV v Praze Ruzyni, uchovavajici
polozky rostlin, které jsou soucasti Narod-
niho programu.

Vybér polozek pro kryoprezervaci je v kom-
petenci kuratort jednotlivych plodin, ktefi
rozhoduiji, které geneticky zajimavé polozky
genofondu kolekce budou uchovany meto-
dami kryoprezervace. Az na nékteré vyjimky
jako je brambor, ktery je uchovavan v in vitro
kultuFe v VUB v Havli¢kové Brodg, je nutné
vétsinu vegetativné mnozenych plodin predem
prevést do in vitro podminek. | pres relativné
bezpecné uchovavani genofondu bramboru
vin vitro podminkach je potrebai k této kolekci
vytvorit bezpecnostni duplikaci v ultranizkych
teplotach. Prevody do in vitro podminek jsou
u nékterych druhd rostlin problematické z du-
vodu vyskytu endofytickych mikroorganismu.
Odvirovani meristému rostlin je Zadouci pred
jejich uskladnénim v ultra nizkych teplotach
(FALTUs et al. 2016). Viruprosty genofond ucho-
vavany v ultranizkych teplotach v Dewarovych
nadobach muze slouzit jako technicky izolat
branici reinfekci uskladnénych polozek.

Progres metod kryoprezervace

Koncem osmdesatych let byla nejéastéji
pouzivanou metodou kryoprezervace tzv.
dvoustupnové mrznuti. Dvoustupniové mrznu-
ti spocivalo v relativné pomalém ochlazovani
vzorkid do -40 °C a poté jejich velmi rychlé
vhozeni pfimo do kapalného dusiku. Béhem
prvniho stupné mrznuti byla ¢asto vyvolavana
nukleace, aby dochazelo k mimobunécnému
mrznuti v intercelularnich prostorach (ZA-
MEENIK 1990). Extracelularni mrznuti zaru-
covalo dostatecnou dehydrataci bunék a tim
se zabranilo letdlni tvorbé ledu uvnitr bunék.
Postupem Casu se zacaly uplatiiovat kryopro-
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tektivni latky nebo jejich smési, a to Plant
Vitrification Solution No. 2 (Sakai et al., 1990)
a Plant Vitrification Solution No. 3 (NisHizawA
etal. 1993). Tyto dvé smési latek doznaly rady
rtznych modifikaci podle toho, jak byly opti-
malizované pro ruzné druhy rostlin. Pfed jejich
pouzitim se uplatinovalo postupné stale vice
otuzovani, a to roztoky sacharézy po dobu
jednoho a vice dni. Rovnéz u chladu odolnych
druhl se pred aplikaci vitrifikacnich rozto-
ki uplatnovalo otuZovani nizkou teplotou
po dobu 24 hodin az nékolika dni. Otuzeni
v prirozenych podminkach se pouziva s vyho-
dou u kryoprezervace dormantnich pupend.
U téchto pupenl bylo zjiSténo, ze nezalezi
na stadiu jejich endodormance (BiLAvCik et
al. 2015). Do dnesniho dne se pouziva toto
tzv. dvoustupnové, nejprve pomalé a nasledné
rychlé chlazeni rostlinnych meristému, pravé
u dormantnich pupent drevin.

Moderni metody kryoprezervace

V poslednich letech byl zaznamenan vyraz-
ny skok v metodach kryoprezervace rostlin,
a to za poutziti hlinikového nosice rostlinnych
vzorku, tzv. V-plate a D-plate (YAMAMOTO et al.
2012). Princip nosice spociva v tom, Ze se do
hlinikového plechu ve stejnych vzdalenostech
vytladi dulky rizné velikosti a tvaru podle veli-
kosti a tvaru rostlinnych ¢éasti. V-plate je urcen
pro vitrifikacni roztoky, kdy se vzrostné vr-
choly ponori do kapky vitrifikaéniho roztoku,
ktera odpovida velikosti prohlubné vytlacené
do hlinikového plechu. Pak se cely hlinikovy
plisek s takto pripravenymi vzorky ponori do
kapalného dusiku, aby doslo k velmi rychlému
ochlazeni. Na jedné strané se pomoci V-plate
da unifikovat tvar kapky kryoprotektivniho
roztoku, na druhé strané jsou proti takto
pripravované sestavé s rostlinnymi meristé-
my v kapce vitrifikacniho roztoku namitky,
ze hlinikovy nosi¢ tvori bariéru pro rychlé
ochlazovani vzorkl. Oproti tomu D-plate je
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uréen pro dehydrataci vzorkud. Na tento no-
si¢ se umisti vzorky s vitrifikaénim roztokem
nebo bez néj a nechaji se dehydratovat po ur-
citou, predem vyzkousenou dobu, nad silika-
gelem. Po dehydrataci se rostlinné meristémy
ponori do kapalného dusiku, aby doslo k jejich
rychlému zchlazeni. Nasledny postup ohrevu
je standardni jako u predchozi metody.

Posledni dobou se pouziva diferenéni skenu-
jici kalorimetr (DSC) pro definovani novych
smési kryoprotektivnich roztokd na zikladé
termické analyzy (TeixelrA et al. 2014). Pomoci
termické analyzy je mozné stanovit kriticky
objev vody v rostlinnych vzorcich po jejich
osmotické, mrazové, ¢i prosté dehydrataci
nad vysousecim médiem. Na zakladé méreni
objemu krystalické vody Ize stanovit objem
zmrzlé, nezmrzlé a nezmrznutelné vody. Ne-
zmrznutelnd voda je definovana jako voda,
ktera zustava v pletivu rostlin pfi nulovém
objemu krystalické vody (ZAME¢Nik et al.
2018). Lze tak stanovit hranicni objem vody,
pri kterém Groven dehydratace uz poskozuje
rostlinné bunky. Pritom cilem kryoprezervace
rostlinnych vzorkd je, aby po vSech zpuso-
bech otuzovani vykazovaly vzrostné vrcholy
rostlin co nejvyssi GUrovné regenerace pred
jejich ponoFenim do kapalného dusiku. Timto
pozadavkem je docileno nejvyssi regeneracni
schopnosti vzrostnych vrcholl po odtéti z ka-
palného dusiku. Podrobnym experimentalnim
vyzkumem je mozné optimalizovat kryopro-
tokol i pro citlivé genotypy bramboru (FALTUS
et al. 2016).

Druhy vegetativné mnozenych plodin
a pocty polozek kryoprezervovanych
v kryobance

V Ceské republice bylo v poslednich patnacti
letech vynalozeno velké usili na kryokonzer-

plodin. Za poslednich pét let se v laboratofi
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Tab. I: Pocty Uspésné kryoprezervova-
nych polozek v ramci jednotlivych druhti
plodin.

Plodina ‘l:;f‘:y:-
Solanum tuberosum L. 84
Humulus lupulus L. 54
Allium sativum L. 147
Malus domestica BORKH. 17
Pyrus communis L. 24
Cerasus avium (L.) MOENCH 3
Cerasus vulgaris P.MILLER 10
Cerasus x effusa HOST 3
Fragaria x ananassa DUCH. 34
Armeniaca_vulgaris_LAM.

*Vitis vinifera L.

*Lonicera caerulea L. var. 20

edulis Turcz. ex Herder

*Malus baccata (L.) Borkh. I
*Malus coronaria (L.) Mill. 2
*Malus sargentii I
*Malus toringo (Siebold) de Vriese I
*Malus ,Professor Sprenger* I
Celkem 411

* nové uloZené druhy za poslednich 5 let,
na zakladé novych kryoprotokolti

kryoprezervace vyvinuly a aplikovaly kryopo-
stupy pouzitelné pro dalSi ctyri druhy rostlin
(viz Tab. I).

Postaveni Kryobanky ve srovnani
se svétem

V poloviné roku 2017 vznikla studie ,,Feasibility
study a safety back-up cryopreservation facili-
ty“ (Acker et al. 2017), mapujici stav kryopre-
zervace rostlin ve svété. Informace publi-

kovanych i z nepublikovanych zdroju a (daju
z Bioversity International a CIP (International
Potato Centre) byly sestaveny tak, aby po-
rovnaly praktickou, spolehlivou a nakladovou
Ucinnost kryokonzervace s terénnimi a in vitro
metodami pro udrzeni Zivotaschopnosti a ge-
netické integrity kolekci genetickych zdroju
rostlin v dlouhodobém horizontu (> 50 let).
Byl rovnéz zhodnocen stav vyvoje protokoll
kryokonzervace a problematika kryoprezerva-
ce sbirek vegetativné rozmnozovanych plodin
a plodin s rekalcitrantnimi semeny.

Dvaceti Sesti institucim byl zaslan dotaznik,
jehoz cilem bylo zjistit jejich soucasné pocty
skladovanych polozek v kryobance a prav-
dépodobnost naristu v pristich péti letech.
Dotaznik se zabyval také duplikaci kryokon-
zervovanych sbirek a zdjmem o bezpeénostni
zalozni kryoprezervaci. Dotazované instituce
byly znamy tim, Ze maji kryokonzervované
sbirky nebo se predpoklada jejich pravdépo-
dobné zapojeni do kryoprezervace dalSich
polozek v blizké budoucnosti. Zahrnovaly pét
mezinarodnich genetickych bank s vegetativné
mnozenymi rostlinami CGIAR (Consultative
Group of International Agrigulture Research),
CIAT (International Centre for Tropical Agri-
culture), CIP, lITA (International Institute for
Tropical Agriculture), ICRAF (World Agrofo-
restry Centre) a narodni kryobanky.

Dale bylo provedeno posouzeni sbirek ve-
getativné rozmnozovanych a rekalcitrant-
nich semennych plodin, které jsou v terénu
a v in vitro v genobankach po celém svété,
a dosud nebyly predmétem kryoprezervace.
To poskytuje daj o potencialnim budoucim
pouziti ,,safe duplicate” kryoprezervace,
pokud by tyto sbirky byly pripadné ulozeny
v kryobance. Hodnoceni bylo zalozeno na
informacich Svétové zpravy o rostlinnych ge-
netickych zdrojich pro vyzivu a zemédélstvi,
Svétového informacniho systému a systému
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vcasného varovani FAO (WIEWS), genetic-
kého online informacniho portalu Genesys
(z Organizace pro vyzivu a zemédélstvi OSN
(FAQ)), na dokumentaci projektu Crop Trust
a globalni strategii ochrany plodin, a na in-
formacich z internetovych stranek jednotli-
vych instituci uchovavajici rostlinné genetické
zdroje. Studie byla zamérena na sbirky ve-
getativné mnozenych plodin a plodiny s re-
kalcitrantnimi semeny zarazené v priloze
| a ¢lanku |5 ITPGRFA (The International
Treaty on Plant Genetic Resources for Food
and Agriculture).

Z analyzy vyplynuly struéné zavéry. Byly kon-
statovany vyhody kryokonzervace, kterymi

jsou nizké naklady, vétsi zivotnost a vysoka mira
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genetické stability pri dlouhodobém uchovava-
ni sbirek v ultra nizkych teplotach, ve srovnani
s jinymi metodami uchovani. Nevyhody kryo-
konzervace jsou prvotni naklady na zavedeni
rostlinnych sbirek do ultra nizkych teplot. Poté
jsou naklady po dobu skladovaniv kapalném du-
siku nizké ve srovnani s kazdorocnimi naklady
v tradi¢nim uchovani rostlin in situ.

Rozsah plodin zastoupenych v kryokonzervo-
vanych sbirkach je omezeny. Celosvétové byly
hodnoceny kryoprezervované kolekce plodin,
které maji vice jak 100 polozek v kapalném du-
siku. Jsou to brambory, moruse, jahody, bana-
ny, Cesnek, kasava, kavovnik a mata. Z téchto
plodin jsou uloZeny v nasi kryobance brambo-
ry, jahody a Allium, pri¢emz u Allium je ulozeno
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Graf I: Podil kryoprezervovanych polozek z celkového poctu polozek, které viastni spolecné 15 ustavir (véetné VURY,

v.v.i) (Acker et al. 2017).
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137 polozek. Pro téchto osm plodin existuji  jsou napr. jabloné a brambory, je stile jesté
dobre fungujici, odzkousené kryoprotokoly, velmi malé procento genofondovych polozek
které byly Gspésné implementovany u celé uchovano bezpecnou duplikaci v kryobankach.
rady genotypl v ramci rostlinného druhu. Ne  Je to odrazem sloZitosti biotechnologického
vSechny laboratore vSak dosahuji stejného  postupu a ¢asu nutného pro kryokonzervaci
Uspéchu pFi aplikaci stejného kryoprotokolu.  velkych objemi genofondovych polozek.

Z grafu | je patrné, ze dokonce i u plodin, Rozsah kryokonzervace se vyznamné lisi
u kterych jsou pIné funkéni kryoprotokoly, jako  u |5 instituci. Tento rozdil je ilustrovan v grafu 2
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0 L ‘ i i | F—
ICS, CAAS, China CRI, Czech CIP, Peru IPK, Germany GRC, NARO,
Republic Japan
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Luke, Finland  ICS,CAAS, China CRI, Czech JKI, Germany CNR, Italy
Republic

Graf 2: Pocet kryoprezervovanych poloZek v kryobance v poméru k celkovému poctu poloZek jabloni a brambor
ve sledovanych institucich. Cisla v zavorkdch udavaiji celkovy pocet polozek ve sbirce (Acker et al. 2017).
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u jabloni a bramboru jako pfiklad. V institucich
s malymi kolekcemi (Itélie) maZe byt jiz 100%
sbirky kryokonzervovano. V rozsahlych kolek-
cich je procento kryokonzervovanych polozek
z celé kolekce méné nez 50%, v nékterych
pripadech dosahuje podil jenom radu procent.

Zavér a doporuceni

V soucasné dobé je znamo, Ze pouze Sest z |13
plodin, uvedenych v genofondovych sbirkach
podle PFilohy | a clanku I5 Plant Treaty,
které jsou vegetativhé rozmnozovany nebo
maji rekalcitrantni semena, jsou uloZeny ve
svétovych kryobankach. V této dobé je tedy
nejnaléhavéjsi potreba iniciativy k urychleni
vyvoje a zavadéni kryokonzervace vegetativné
rozmnozovanych plodin a plodin s rekalcit-
rantnimi semeny.
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V Ceské republice je nékolik pracovist, které
se zabyvaji vyzkumem i praktickym vyuzitim
kryoprezervace k dlouhodobému uchovani
vegetativné mnozenych GZR. Tyto aktivity
jsou soustFedény zejména ve VURV, v. v. i.
v Praze Ruzyni. Z hlediska vyvoje a ovérovani
kryoprotokoll je na tom toto pracovisté po
odborné strance velmi dobre. Problémem je
nicméné nedostatek financnich prostredkd,
ktery brzdi aplikaci stavajicich kryoprotoko-
14 a tim podstatné zvySeni poctu kryoprezer-
vovanych genotypovych polozek za Géelem
jejich bezpecné duplikace v kryobance.
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Metody molekularni charakterizace
genetickych zdroju a jejich vyznam
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Uvod

V osmdesatych letech minulého stoleti doslo
k velkému rozvoji molekularni biologie a geneti-
ky. To s sebou neslo vyvoj novych metod a moz-
nosti, jak odpovédét na mnohé otazky i v navaz-
nych oborech, jako je tfeba zemédélstvi. Nové
metody se tykaly zejména detekce polymorfis-
mu, tedy rozdilG v sekvenci informaéni molekuly
DNA mezi vzorky ¢i individui. Umoznily tak
analyzu genetické diverzity, konstrukci map ge-
nomu vybranych druhd zemédélskych plodin
a pochopeni rozdili mezi odridami. Genetické
mapy vedly k sestaveni DNA knihoven a ty se
staly zakladem pro nalezeni individuélnich gend
hospodarsky vyznamnych znak u mnoha plo-
din. Nasledné sekvence a bioinformacni analyzy
nalezenych genl a dalSich oblasti genomu se
staly zakladem pro vyvoj molekularnich mar-
kerd, které se v oblasti zemédélstvi vyuzivaji
zejména pro charakterizaci odriid a ve Slechténi
novych odrid (MAS - Marker Assisted Selecti-
on). V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik
metod pro tzv. sekvenace nové generace (NGS
- Next Generation Sequencing). Tyto metody
zrychli cestu k nalezeni geni odpovédnych za
mnohé fenotypové projevy zadané u novych
odrud zemédélskych plodin a rovnéz umozni
komplexnéji pojmout diverzitu genetickych
zdroji zemédélskych plodin a jejich planych
pribuznych druhd.

Tento ¢lanek si klade za cil seznamit ¢tenare
se zakladnimi metodami molekularni biologie,
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které jsou vyuzivany nebo mohou byt vyuzity
pFi praci s genetickymi zdroji rostlin.

RFLP - AFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism - Am-
plification Fragment Length Polymorphism)

Tyto metody patri mezi restrikéni analyzy
a jsou zalozZeny na rozpoznani urcité kon-
krétni sekvence vybranymi restrikénimi
endonukleazami, které rozpoznavaji urcité
konkrétni sekvence a v tom misté molekulu
DNA prerusi. Naslednou metodou gelové
elektroforézy jsou detekovany fragmenty
DNA ruaznych velikosti, které jsou specifické
pro danou odridu ¢i jedince. Metoda AFLP je
navic kombinovana s polymerazovou retézo-
vou reakei (PCR - Polymerase Chain Reacti-
on), kdy dojde k namnozeni DNA fragmentt
vybranych pomoci kombinace primert. Tim je
vyrazné usnadnéna jejich detekce. Obé meto-
dy maji vyhodu v tom, Ze neni tfeba predem
znat zadnou sekvenci studovaného genotypu.
Proto se vyuzivaji u druhd, u kterych je toho
dosud jen velmi malo znamo a zejména u dru-
hi s men$im genomem, napf. u genetickych
zdroju virovych, bakteridlnich a houbovych
patogenul. Nevyhodou je jejich pracnost, coz
plati zejména pro vyhodnocovani vysledkd
(Obr. 1). Proto se u vyssich rostlin pouzivaji
jen tam, kde nejsou k dispozici zadné specific-
téjSi markery, napf. u druhu Lonicera caerulea
(HoLusec et al. 2018). Drive se tyto metody
uzivaly i u obilnin (SIEDLER et al. 1994).
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Obr. [: Elektroforetogram analyzy AFLP - multiplexové uspofddani 3 reakci znacenych modre, zelené a cervené
u odriidy jemene Diamant

Sekvenovani - DNA barcoding lozeny zjednodusSené receno na fragmentaci

DNA, navazani vzniklych fragmentd na néja-
Metoda sekvenovani je zjiStovani sekvence, ky pevny nosi¢, napr. na sklenénou destic¢ku
tedy poradi nukleotidid DNA u studovaného nebo kuli¢ku, podle vybéru metody. Sekve-
vzorku, dosud nejbéznéji podle Fredericka novani pak probiha syntézou vSech fragmentl
Sangera, kdy je dany Usek vkladan samostatné  najednou a mnohokrat za sebou zaroven se
do reakce a amplifikovan pomoci primeru ctenim sekvenci. Pocet ¢teni daného frag-
a fluorescenéné znacenych nukleotidd. Na- mentu je pak ukazatelem vérohodnosti zis-
sledna elektroforéza probiha ve specialnich  kanych sekvenci. Obé metody, jak klasické
pristrojich - sekvenatorech, protoze musi sekvenovani, tak i NGS jsou pracné, ale maji
byt zarucena vysoka rozliSovaci schopnost  nezastupitelnou Ulohu v identifikaci gena.
na urovni | bp (par bazi) (Obr. 2). Touto NGS jevyhodna pro ziskani velkého mnozZstvi
metodou je mozno ziskat sekvenci v délce  datzjednoho experimentu, ale zaroven je to
do 1000 bp u | vzorku na | reakci. Vyznacuje metoda dosud znaéné draha. Nicméné i pro
se velmi nizkym vyskytem chyb, v zavislosti  studium biodiverzity bude mit ¢im dal vétsi
na sekvenci. Moderni metody NGS jsou za-  vyznam.
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Obr. 2: Elektroforetogram sekvenacni analyzy useku DNA ,,2seg u odridy je¢mene Aksamit
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Metoda, ktera ze sekvenacni analyzy vychazi,
je metoda tzv. DNA barcodingu. Je to metoda
vyuzivana zejména systematickymi zoology,
ktefi pouzivaji sekvence mitochondrialni DNA
pro nomenklaturni zarazovani zivocisnych
druhd. Mykologové a bakteriologové pouzi-
vaji sekvence oblasti DNA nachazejici se mezi
geny pro ribozomalni podjednotky, tzv. ITS
(Internal Transcribed Spacer) pro systema-
tické zarazovani hub a bakterii. U rostlin je
vybér oblasti DNA, jejiz sekvence by spoleh-
livé rozliSovala rody a druhy rostlin. Proto se
pouziva téchto oblasti vice, a systematicka
botanika se o tyto vysledky opira jen éastecné.
Nejcastéji se pouzivaji oblasti ITS a dale vy-
brané casti mitochondridlni a chloroplastové
DNA — napf. v praci ScHULTHEIS a DONOGHUE
(2004).

SNP
(Single Nucleotide Polymorphism)

Tato metoda je zaloZena na faktu, Ze se mohou
odrudy ¢i jedinci mezi sebou liSit v dané pozici
genu pouze v jediném nukleotidu, ktery muze
mit dopad na néktery hospodarsky dulezity
znak, napr. na lepsi termostabilitu B-amylazy
u je¢mene (CLARK et al. 2003). Tato jednobo-
dova mutace mlze byt detekovana mnoha
metodami — nejlevnéjsi metodou je prosta
amplifikace cilové oblasti s tim, Ze primery se
vazi tak, aby doslo k amplifikaci pouze jedné
z variant. Drazsi metodou je opét amplifika-
ce cilového Gseku DNA a nasledna aplikace
restrikéni endonukledzy, ktera prerusi vldkno

8 9 1001112

DNA ve specifickém misté presné podle pri-
tomnosti ¢i nepfitomnosti daného nukleotidu.
Na nasledném elektroforetogramu jsou pak
vidét bud’ kratsi produkty Stépeni, nebo |
plvodni nerozstépeny usek DNA (Obr. 3).
Dal$imi metodami jsou ruzné modifikace
amplifikace nebo hybridizace, které vycha-
zeji z faktu, ze k alele obsahujici v daném
misté nukleotid ,,A” se dokonale hybridizuje
pouze alela obsahujici nukleotid ,,T“. Mira
hybridizace je detekovana nékolika metoda-
mi. Drazsi metody vyzaduji obvykle specialni
zafizeni, napr. zarizeni pro NGS, DNA dipy,
pyrosekvenator, apod. Nicméné pres svou
finanéni nakladnost ma tato metoda pro stu-
dium biodiverzity a popis genetickych zdroji
zemédélskych plodin vyznam a jeji vyznam
jeSté vzroste po nalezeni vétSiho mnozstvi
jednobodovych mutaci markerujicich dulezité
hospodarské znaky (Guo et al. 2014).

Specifické markery

Specifické markery jsou velmi cenény slechti-
teli. Jejich vyvoj je nejsnazsi tam, kde je dany
znak podminén pouze jednim genem. A pro-
toze takovych znaki mnoho neni, neni dosud
k dispozici ani mnoho specifickych markerd.
Ackoli je jejich vyvoj obvykle slozity a dlou-
hotrvajici, jejich pouzivani je jednoduché.
Je zalozeno na PCR reakci s primery, které
zaruduji specificitu, presnost a spolehlivost
analyzy. Naslednou elektroforézou jsou de-
tekovany vysledné produkty PCR (Obr. 4).
V idedlnim pripadé mize mit Slechtitel vy-
sledky testovani pritomnosti genu rezistence

1314 15 16 17 13 19 20 2122 232425 2627 2829

Obr. 3: Elektroforetogram produkti restrikcni analyzy enzymem Ncol produkti amplifikace dseku DNA odpovédné-

ho za sladovnickou kvalitu je¢mene pro CHZO Ceské pivo
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Obr. 4: Elektroforetogram produkti amplifikace markeru sladovnické kvality jecmene Miks3

k padli travnimu a nékolik dalSich gent rezis-
tence Ci kvality na stole do 2 dni od odebrani
vzorkd mladych rostlin. Tento fakt vyrazné
urychluje a zleviuje proces Slechténi. Z hle-
diska prace s genetickymi zdroji jsou zatim
specifické markery uplatiovany jen omezeng,
zejména protoze jich ani neni mnoho k dispo-
zici. Vétsina dulezitych hospodarskych znaku
je totiz zalozena polygenné a proto mnohé
publikované markery maji vypovidaci hodnotu
jen v ramci mapovacich populaci, ve kterych
byly vyvinuty.

Nicméné témto markerim, spolu s SNP, pa-
tri budoucnost v praci s genetickymi zdroji
rostlin. Da se predpokladat, Zze zavedenim
SirSiho vyuziti NGS technologii sekvenovani
dojde k nalezeni a popisu funkce mnoha genti
a jejich alelickych variant. To se odrazi v in-
tenzivnéjsim vyvoji molekularnich markerd.
Jejich aplikace uz ale asi nebude provadéna
formou individualnich PCR a nasledné elek-
troforézy, ale pomoci nékteré z Cipovych
technologii.

Analyza mikrosatelita

Analyza mikrosatelitt (SSR - Simple Sequence
Repeat) je zalozena na detekci alelickych va-
riant Usekd DNA, které obsahuji repetitivni
sekvence, napr.,,TCTCTCTC...“, které snaze
podléhaji mutacim v dusledku chyb transkrip-
ce. Proto se vyznacuji vysokou mirou variabili-
ty i v ramci druhu a jsou specifické pro danou
odrudu ¢&i individuum. Proto se vyuZivaji ve
forenznich aplikacich: uréovani paternit zvi-
rat i lidi, v kriminalistice, apod. U rostlin jsou
vyuzivany ke studiu biodiverzity a k charak-
terizaci odrud a jejich identifikaci a ochranu.
Dalsi vyhodou analyzy mikrosatelitt je jejich
kodominantni charakter, kdy |ze detekovat jak
homozygotni, tak i heterozygotni sestavu alel.
Analyza je vysoce reproducibilni a spolehliva.
Proto se pri praci s genetickymi zdroji vyuziva
dosud zdaleka nejéastéji pro studium biodiver-
zity a pro ruzné mapovaci a populaéni studie.

Analyza mikrosatelitd probiha jako individu-
alni PCR reakce s primery bud’ specifickymi
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Obr. 5: Elektroforetogram analyzy 4 mikrosatelitii (modre, zelen€, Cerné a cervené) spolu s internim velikostnim
standardem (oranzové) u 4 odrid pSenice (Triticum aestivum)

pro Usek pred a za mikrosatelitni oblasti, pak
je detekovan délkovy polymorfismus daného
mikrosatelitu. Druhou moznosti je uziti pri-
merl primo opakujiciho se mikrosatelitu, kdy
je detekovan délkovy polymorfismus oblasti
mezi mikrosatelity. Pro naslednou gelovou
elektroforézu se obvykle vyuzivaji sekvena-
tory, protoze maji lepsi rozliSovaci schopnost
a je mozno analyzovat multiplexové obvyk-
le 4 reakce v jednom vzorku (Obrazek 5).
Vyznam analyzy mikrosatelitd do budoucna
pravdépodobné neporoste, ale zustane spo-
lehlivou metodou zékladni charakterizace ge-
netickych zdroju rostlin (RousstL et al. 2005;
Leisova-SvoBoDova et al. 2014, 2018).

Analyza dat
Analyza dat je velmi dileZitou souéasti mo-
lekularné-biologickych analyz pro pochopeni

genetické diverzity druhd, odrid & popula-
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ci. Kromé vypoctl ruznych indexu diverzity,
z nichz jsou nejéastéji uzivany dva: h index
podle Neiho (N&i 1978) a Shannondyv infor-
macni index | (SHANNON a WEAVER 1949), se
jedna hlavné o aplikaci vybranych metod vice-
rozmérné analyzy dat. Prvni, bézné uzivanou,
je shlukova analyza (CLU — Cluster analysis).
Zabyva se vySetfovanim podobnosti viceroz-
mérnych objektd a jejich klasifikaci do tFid
neboli shlukd. Nejprve jsou z dat vypocteny
koeficienty podobnosti nebo nepodobnos-
ti mezi objekty a sestavena matice téchto
hodnot. Poté je provedeno shlukovani podle
vybraného algoritmu. Grafickym vystupem
je tzv. dendrogram, ktery mize mit vice
podob (Obrazek 6). Vérohodnost vysledku
je dana napf. hodnotami tzv. bootstrap,
tj. procentualnim zastoupenim téhoz shluku
v dendrogramu po x (obvykle 1000) opako-
vanich provedeni vypoctu se zndhodnénym
poradim vzorka.
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Obr. 6: Dvé grdfické verze dendrogramu, vlevo u genetickych zdrojii ovsa (Avena sativa) a vpravo u planych pfibuz-
nych druhi rybizu (Ribes spp.); hodnoty bootstrapi vétsi nez 50 jsou uvedeny modfe na vétvich dendrogramu.
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Obr. 7: Elektroforetogram analyzy 4 mikrosatelitii (modFe, zelen€, erné a cervené) spolu s internim velikostnim
standardem (oranzové) u 4 odriid pSenice (Triticum aestivum)

Dalsi metodou je multidimenzionalni Skalo-
vani (MDS — Multidimensional Scaling), coz
je technika vytvoreni mapy relativniho umis-
téni objektl ve dvou nebo trirozmérném gra-
fu (Obr. 7) na zakladé matice Euklidovskych
vzdalenosti mezi objekty. Vypoctené latentni
proménné - jednotlivé osy v grafu - pak re-
prezentuji podil vysvétlené variability analy-
zovaného souboru vzorku.

Poté jsou data zpracovavana dalSimi metodami
populaéni analyzy, zejména tzv. F-statistikou,
ktera umoznuje testovat hypotézy o identité
skupiny genotypu, odrud ¢i populaci a odhad-
nout miru toku geni mezi nimi. Pro data mo-
lekularné-biologickych analyz existuje rovnéz
varianta analyzy variance ANOVA: AMOVA
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(Analysis of Molecular Variance), kdy Ize sle-
dovat vliv vice faktor( na diverzitu studova-
ného souboru genotypu. Uvedené postupy
byly vyuzity napr. v praci Leisova-SvoBobova
et al. (2018).

Zavér

Zavérem je mozno shrnout, Ze vyse uvede-
né molekularné-biologické analyzy jsou ¢im
dal vice pouzivany pro studium biodiverzity
a pro charakterizaci genetickych zdroju rost-
lin. V soucasné dobé pracujeme na tom, aby
bylo mozno vysledky téchto analyz vkladat do
databaze genetickych zdrojl rostlin, aby s nimi
mohli pracovat kuratori sbirek i uzivatelé jako
s jinymi béznymi deskriptory.
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1. Uvod

Vzhledem k dominantnimu postaveni obilnin
v rostlinné vyrobé a zavislosti jejich ocefnovani
pFi vykupu na chemicko-technologické jakosti
zrna, je hodnoceni kvality dlouhodobé jednim
z nejvice propracovanych postupu. Chemic-
ko-technologické vlastnosti obilnin jsou tak
i v ramci portfolia hodnoceni genetickych
zdroji Genové Banky Praha, majoritné za-
hrnujici pfedevsim pSenice, ozimé jemeny
a tritikale, klicovymi parametry jejich hod-
noceni. Na rozdil od hodnoceni pfi vykupu
je strategie hodnoceni genetickych zdrojd,
podobné jako pri Slechténi, cilené smérovana
k viceletému komplexnimu popisu kvality dané
odrudy ¢i genotypu. Vybér parametrd je tak
zohlednovan z hlediska jejich prukazné vazby
na genotyp a s ohledem k potencialni aplikaéni
Siti dané obilniny. V pripadé psenice je snahou
sledovat parametry ovliviujici predevsim jeji
pekarenské vyuziti.

V souvislosti s nastupy modernich analytic-
kych metod a definici rady zdravotnich rizik
souvisejicich s vyZivou (obezita, diabetes,
potravinové alergie, karcinomy aj.) roste
u obilnin vyznam hodnoceni jejich hygienic-
ké i nutriéni kvality. Zatimco z obecnéjsiho
pohledu kvality produkce se jevi hygienicka
kvalita dana pritomnosti resp. absenci Siroké
Skaly kontaminantt jako zcela klicova, z po-
hledu hodnoceni kvality genetickych zdroju
neni tak zasadni. Urcitou vyjimkou je sledova-
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ni vyskytu nékterych biokontaminant( (napf-.
mykotoxinll) souvisejici s potencialni rezisten-
ci materiald. Divodem je opét vySe uvedend
strategie hodnoceni genofondu zalozena na
prukazné genetické zivislosti sledovaného
znaku ¢i parametru pFi maximalnim mozném
odfiltrovani vlivu externich podminek. Ty jsou
ovsem hlavni pric¢inou detekce kontaminantt
v obilninach. Naproti tomu nutricni skladba
obilného zrna, dana nejen zakladni chemicko-
technologickou skladbou zrna (napf. obsahem
dusikatych latek ¢i Skrobu), ale i celou Skalou
tzv. bioaktivnich latek (napr. polyfenoly, vita-
miny, dietni vladknina, karotenoidy, mineralni
latky aj.) je z vyznamné casti geneticky pod-
minéna, a je tak nasi snahou i tyto parametry
postupné do hodnoceni genetickych zdroju
zarazovat.

2. Strategie hodnoceni chemicko-
technologické kvality zrna u gene-
tickych zdroja obilnin

Vyznam sledovani téchto znaku logicky souvisi
s jejich klicovym dopadem predevsim na po-
travindrsky prumysl. Ve srovnini s Fadou
definovanych chemickych analyz ¢i polnich
hodnoceni je technologicka kvalita zrna velmi
flexibilnim parametrem, jejiz parametry se
mohou ménit dle individualnich pozadavkd
vyrobce resp. senzorickych pozadavkd kon-
zumentu. Z tohoto dlvodu jsou pFi hodno-
ceni genofondu uprednostfiiovany predevsim
primarni technologické parametry zrna, jako
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je napf. u pSenice obsah dusikatych latek, ci
obsah a kvalita mokrého lepku a Zelenyho

analyz se tak doposud déje jen okrajové napr.
u materiald se specifickym sloZzenim Skrobu
(DvoRACEK et al. 2014).

Pri snaze o zarazeni novych technologickych
parametrd také musime dlouhodobé poditat
s jejich nevyvazenym mapovanim v ramci cel-
kové databéaze dané obilné kolekce. Divodem
je primarni hodnoceni nové ziskanych mate-
riald a ze starSich polozek vétSinou pouze
téch, které pri kontrole vykazuji nedostatec-
né mnozstvi semen a nizsi kli¢ivost. Urcité
resSeni nabizeji v tomto sméru metody blizké
infracervené spektrometrie (NIR), umoznu-
jici archivaci ziskanych NIR spekter, které se
daji vyuzit v kombinaci s predikénim modelem
pro nové vytvoreny parametr a pro zpétné
mapovani v minulosti hodnocenych materialt
(WiLLiams a Norris 2001). Velkou efektivitu Ize
v téchto pripadech v budoucnu predpokladat
pri zpétném mapovani jiz drive zhodnoce-
nych polozek z jejich uchovavané genetické
informace (DNA), a to pomoci komplexniho
molekularniho screeningu.

3. Strategie hodnoceni nutricni kvali-
ty zrna u genetickych zdroji obilnin

Strategie v oblasti hodnoceni nutri¢ni kvali-
ty obilnin vyplyva z ekonomickych moznos-
ti Narodniho programu. Na finalni nutricni
hodnoté se podili velky pocet analytd, a to
jak z Fad zakladni chemické skladby zrna (bil-
koviny, Skroby, tuky, vlaknina, mineralni latky),
tak predevsim z rad celé Skaly tzv. bioaktiv-
nich latek (vitaminy, polyfenoly, neskrobové
polysacharidy, endogenni enzymy aj). Takové
komplexni analyzy by zahrnovaly jisté pres
stovku Udajl na jeden vzorek, coz je doposud
Casoveé a predevsim finanéné netinosné. Navic,

jen u zhruba poloviny z téchto parametrl vime
detailnéji néco o jejich nutriénim plsobeni
(FARDET 2010).

Racionalnéjsi pristup hodnoceni tak doposud
vychazi ze soucasnych slechtitelskych progra-
mu zamérenych jen na uréité diléi nutriéni
aspekty (zmény) ve skladbé zrna. Vhodnym
prikladem ze soucasnosti je vyvoj novych
odrud tzv. barevnych pSenic s vy$S$im obsa-
hem polyfenold, které maji prikazné vyssi
antioxidaéni aktivitu nebo vyvoj novych odrud
je€mene s vy$§im obsahem tzv. beta glukanu
s celou Skalou vysoce pozitivnich uéinkl na
organizmus. Zcela samostatnou slechtitelskou
kapitolou je v disledku pozadavk( na vyssi
nutricni kvalitu obilnin i Sirsi implementace
tzv. pluchatych psenic (Spaldy, jednozrnky
a dvouzrnky). Jejich nutri¢ni prinos v soucas-
nosti vSak predevsim souvisi s jejich vyhradné
celozrnnym zpracovanim a prokazatelné vys-
$im obsahem mineralnich latek (predevsim Fe
a Zn) v potravinarskych produktech (TRoJAN
et al. 2010, DickiN et al. 2011).

Neméné vyznamny aspekt racionalni stra-
tegie sledovani nutricni kvality zrna by mél
zahrnovat i kvalitu krmnou. Pfestoze je v CR
vice jak 50 % pSenice zkrmovano, definice
klicovych parametrd krmné kvality zrna je
doposud velmi vagni. Davody této skuteénosti
jsou obecné znamé a souvisi s druhovou, ple-
mennou i vékovou variabilitou hospodarskych
zvirat a komplexnosti pripravy krmnych smési
(PruGaARr 2008).

V pripadé GB Praha vedly vyse uvedené fak-
tory doposud k vybéru jen pomérné malého
spektra sledovanych nutri¢nich parametru se
zamérenim na nasi nejvétsi plodinovou kolek-
ci, jiz je pSenice. V soucasnosti jsou tak sle-
dovany obsahy vodorozpustnych i nerozpust-
nych arabinoxyland, dietarni vlikniny a obsahu
majoritniho karotenoidu luteinu (viz Tab. ).
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4. Perspektivni metody predikce
kvality zrna u genofondu obilnin

Z hlediska strategie hodnoceni genofondt obi-
lovin Ize souéasné vyuzivané metody popisujici
kvalitu zrna rozélenit do tfi zakladnich kate-
gorii zahrnujici genetické metody, laboratorni
(referenéni) analyzy a predikéni metody na
bazi spektralni analyzy.

4.1 Genetické metody

Genetické metody jsou principialné zalozeny
na primém vztahu mezi danou vlastnosti zrna
a specifickou genetickou skladbou. Mezi tyto
metody |ze zaradit v soucasnosti ve Slechténi
Siroce aplikované molekularni postupy napf.
v podobé markery asistované selekce (Marker
Assisted Selection), popripadé v posledni dobé
ponékud ustupujici metody biochemické ana-
lyzy zalozené na studiu polymorfismu zasob-
nich bilkovin zrna. Pro hodnoceni genetickych
zdroju poskytuji hned nékolik vyhod. Prvni
z nich je jednoznaéna identifikace materialu,
coz je zcela zasadni napr. pro vylouceni dupli-
cit, ¢i chybnych zarazeniv ulozenych kolekcich.
Dalsi vyhodou je i pfimé hodnoceni dédicnych
vlastnosti materialu pro sledovany znak bez
dal$iho pusobeni vnéjsich faktorl. Soucasné
Ize genetickou informaci v podobé extrahova-
né DNA ¢i semennych proteint dlouhodobé
i prostorové nenarocné skladovat, coz dava
moznost dodatecného mapovani kolekce s vy-
uzitim v budoucnu vytvorenych novych mar-
kerovacich systému. Posledni velkou vyhodou
jsou minimalni pozadavky na mnozstvi vzorku
a moznost vysoké miry automatizace téchto
postupl, coz umozfiuje zhodnotit stovky ma-
teriald v kratkém casovém useku.

V pripadé rady technologickych parametrd
obilného (pSeni¢ného) zrna s komplikovanym
genetickym zalozenim vsak zatim molekularn{
metody nehraji tak zasadni roli, jako je tomu
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napr. v pripadé detekci rozli¢nych rezistenci.
V tomto sméru jsou tak u psenic ¢ je€mend
vcelku stale preferované postupy elektroforé-
zy zasobnich bilkovin ¢i isoenzymi (KoeBNER
a SuMMERs 2003).

Na pracovisti ve VURV Praha se tyto bil-
kovinné markery dlouhodobé vyuzivaji pro
identifikaci odrid pSenice a ozimého jeémene
vcetné odhadu pekarské kvality psenicnych
materiald. Kombinuje se zde predevsim pre-
dikéni schopnost tfi odlisnych typl zasob-
nich bilkovin — gliadinl, vysokomolekuldr-
nich a nizkomolekularnich gluteninG (Obr. 1)

HMW-GS

LMW-GS

Obr. I: Elektoforetické spektrum vysokomolekuldrnich
(HMW-GSs) a nizkomolekularnich glutenini (LMW-GSs)
pSenice ( SDS-PAGE) (zdroj: V. DvoFacek)
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(BRADOVA 2006). Vzhledem k rozsifovani
kolekci do oblasti dalSich pSeni¢nych druhu
a rostouci kolekci ozimého i jarniho tritikale,
jsou v soucasnosti bilkovinné markery vyuziva-
ny i u téchto plodin. V téchto pripadech zatim
primarné umoznuji jednoznacnou identifikaci,
nicméné aktualné jsou zpracovavany postupy,
jez by mély umoznit markerové odlisit mate-
rialy s rozdilnymi parametry pekarské jakosti
u pSenice Spaldy resp. psenice dvouzrnky.

4.2 Laboratorni (referencni) analyzy

Siroké spektrum laboratornich analyz doposud
zlistava zcela zasadni pro komplexni mapovani
kvality obilného zrna. V téchto vysledcich se
oviem odrazZi nejen geneticky potencial odri-
dy, ale rovnéz i vliv prostredi, agrotechniky i
jejich vzajemnych interakci. Tato skutecnost
ma svou vyhodu, ale prinasi i urcité problémy.
Pozitivem je moznost vyhodnotit sledovanou
vlastnost v kontextu s podminkami prostredi.
Soucasné vsak variabilita povétrnostnich pod-
minek stéZuje objektivni porovnani rozdild
sledovanych parametru genetickych zdroju
obilnin péstovanych v odliSnych rocnicich.

Viceleta hodnoceni kolekei genofondd resi
tento problém jen castecné a pripadné dalsi
statistické pristupy zohlednujici specifickou
proménlivost povétrnostnich podminek ne-
jsou doposud uspokojivé doFeseny.

Zakladni chemicko-technologické analyzy

Typickym prikladem téchto analyz je Kjelda-
hlova metoda, ktera se pouziva pro stanoveni
hrubych bilkovin, predstavena danskym che-
mikem Johanem Kjeldahlem, jiz v roce 1883.
Princip je zaloZen na rozkladu dusikatych latek
za pritomnosti kyseliny sirové za vzniku sira-
nu amonného. Jeho amonna slozka se poté
uvolni a stanovi titracné. Souc¢asné moderni
systémy na tomto principu prakticky nic ne-
zménily, jsou vSak vybaveny automatickym
Fizenim procesu mineralizace a i nasledné
destilace, titrace, kalkulace vysledkd véetné
jejich automatického ukladani (Obr. 2). Tytéz

Obr. 2: Aparatura pro Kjeldahlovu analyzu f. FOSS (zdroj: V. Dvofdacek): A) mineralizaéni a B) destilacni jednotka
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principy je mozno vidét i v pripadé stano-
veni dalSich makrokomponent zrna (Skrobu,
tuku i vlakniny). V poslednich dvou dekadach
se rozsifily systémy stanoveni N-latek tzv.
pFimym spalovanim dle Dumasovy metody.
Metoda je rychlejsi, nepouziva zdravi skodlivé
chemikalie a ma i lepSi moznost automatizace
(WiLEs et al. 1998).

Naopak velmi rigidni zGstava stale napriklad
hodnoceni obsahu lepku, které se dlouhou
dobu provadélo ru¢nim vypiranim a nasled-
nym meérenim taznosti a bobtnavosti. V roce
1971 pak byl predstaven dnes nejrozsirenéjsi
mechanicky systém vypirani lepku, tzv. Glu-
tomatic, ktery je s drobnymi vylepSenimi na
trhu dodnes (PerTEN 2016). V posledni deka-
dé se pak na trhu objevil systém GlutoPeak,
zalozeny na principu rotaéniho viskozimetru,
graficky zachytit reologicky zdznam mérené
mouky a z téchto parametrt je i odvozova-
no mnozstvi lepku. Na podobném principu
méreni pomoci rotacniho viskozimetru jsou
v posledni dobé nabizeny napf. i pfistroje pro
hodnoceni kvality Skrobu (Obr. 3).

Obr. 3: Jednotka RVA 4500 f. Perten pro stanoveni vlast-
nosti Skrobu (zdroj: https://www.perten.com)
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Poslednim z mnoha dal$ich prikladd miniatu-
rizace a automatizace, které zde uvedu, jsou
reologické pristroje. Potreby Slechténi spolu
s vyvojem vypocetni techniky docilily i u téch-
to principidlné stéle stejné zaloZenych systém0
vyraznéjsi miniaturizace a jednodussiho vy-
hodnocovani reologickych zdznama (Obr. 4).
Limitace pro jejich zarazeni do plosného hod-
noceni genetickych zdrojt pSenic je vsak vedle
relativné vysoké porizovaci ceny predevsim
v nizké mérici produktivité.

Obr. 4: Mikroreologicky systém Microdough f. Perten
s potFebou cca 4g vzorku (zdroj: https:/lwww.perten.com)

Zavérem lze zminit jednu z novéjSich metod,
tzv. centrifugacni vaznost mouky - SRC test
(solvent retention capacity test) zalozeny na
principu méreni specifické vaznosti mouky
v ruznych rozpoustédlech a postihujici Fadu
vlastnosti zrna (vaznost mouky, kvalitu zasob-
nich bilkovin, poskozeni Skrobu a vlastnosti
pentozant) (GuzMAN et al. 2015). Tato pres
20 let znama metoda prosla v posledni dobé
vyznamnou instrumentalni modernizaci a au-
tomatizaci. Vysledkem je pIné automatizované
zarizeni SRC-CHOPIN (Obr. 5), kde obsluha
v podstaté jen navazuje vzorky a pFipravuje
roztoky rozpoustédel.
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Obr. 5. PIné automatizovand jednotka SRC-Chopin
f. CHOPIN pro hodnoceni SRC-testu
(zdroj: https:/ichopin.frlen/home.html)

Laboratorni metody v oblasti nutri¢ni
kvality

Ve srovnani s pristupy v oblasti predikce tech-
nologické jakosti zaznamenaly biochemické
analyzy v poslednich 30 letech bourlivy rozvoj.
Tyto analyzy byly zalozeny predevsim na chro-
matografickych principech v kombinaci s nove
vyvinutymi citlivymi UV-VIS nebo fluorescen-

Obr. 6: VysokorozliSovaci tandemovy hmotnostni spektro-
metr Q Exactive s UHPLC chromatografem od f. Thermo-
Fisher Scientific (zdroj: V. Dvofacek)

¢nimi detektory a dostatecné vykonnou vypo-
cetni technikou. Dal$im vyznamnym milnikem
byl dynamicky vyvoj o nékolik radu citlivéjsich
analytickych metod na principu hmotnostni
spektrometrie (Obr. 6). Na zakladé téchto
metod se v 90. letech zacaly rozvijet i celé
védecké discipliny jako napfiklad proteomika
¢i metabolomika.

Z pohledu mapovani genetickych zdroji vni-
mame v soucasné dobé jako nutri¢né vyznam-
né slozky obilného zrna vlakninu a nékteré jeji
vyznamné komponenty (napr. beta glukany
¢i arabinoxylany), radu latek s antioxidaéni
aktivitou (polyfenoly, karotenoidy) a vyskyt
nékterych vyznamnych mineralnich latek
(napr. Zn ci Fe). Jako velmi perspektivni se
jevi studium potencialnich alergickych reakci
obilovin resp. slozek jejich bilkovin, jako je
napr. celiakie ¢i rada neceliakalnich alergicit
(mlynarské astma, koprivky, zaZivaci potize
apod.) (FArDET 2010).

Pro detekci Fady téchto latek sehrala vyznam-
nou roli vysokotlaka kapalinova chromatogra-
fie, jez se od 80. let minulého stoleti postupné
rozsirovala do vétsiny biochemickych labora-
tori spolecné s rozvojem vypocetni techniky.
Na tyto analytické metody pak na konci de-
vadesatych let navazala vyse uvedena hmot-
nostni spektrometrie s radou modelovych
systému odliSujicich se zplsobem ionizace
separovanych latek a dale typem hmotnost-
niho analyzatoru.

Prestoze vySe uvedené systémy jsou vysoce
vykonné, porizovaci cena, provozni naklady
i naroky na kvalifikaci obsluhy jsou v pripadé
hmotnostni spektrometrie doposud mimo
bézny ramec rutinniho nasazeni pro monito-
ring genetickych zdroji v GB Praha.

mapovani nékterych latek s vysSim obsahem
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(napr. obsah dietérni vlakniny, arabinoxyland,
beta glukant ¢ amylosy) jsou v soucasnosti
komeréné dostupné enzymatické kity s moz-
nosti UV-VIS spektrometrické detekce.

4.3 Predikéni metody na bazi
spektralni analyzy

Metody spektralni analyzy jsou obecné zaloze-
ny na interakci hmoty a energie elektromagne-
tického zareni. Z celé rady metod vyuzivanych
k charakteristice slozeni semen obilnin, kam
patfi napriklad emisni spektrometrie, nukle-
arni magneticka rezonance ¢i vySe zminéna
hmotnostni spektrometrie, se na konci 90. let
stala naprosto kli¢ovou infracdervend spek-
trometrie patfici do skupiny tzv. molekulové
spektroskopie. Velmi zjednodusené Ize prin-
cip metody popsat jako specifickou interakci
(absorpci) infracerveného zareni (o vinoctech
4000 cm™ — 0,5 mm™') s jednotlivymi kom-
ponentami studovaného vzorku umoznujici
jak jeho kvalitativni, tak kvantitativni rozbor.
V zemédélské praxi (vykupy, Slechténi, mapo-
véni genofondu) se uplatnily vyhradné systémy
v rozsahu v tzv. blizké infracervené oblasti
(NIR, 4000 cm™ — 12000 cm') umoziujici
snadnou kvantifikaci sledovanych latek. Na-
opak systémy vyuzivajici stfedni infracerve-
nou oblast (MIR, 200 — 4000 cm™') jsou vice
vyuzivany ke specifickym strukturnim (kva-
litativnim) analyzam. Jejich aplikace v ramci
hodnoceni sloZeni obilnin resp. mapovani ko-
lekei genetickych zdroji je vSak zatim zcela
zanedbatelna.

Nesporna vyhoda NIR spektrometrie prede-
vsim souvisi s jednoduchosti a vysokou rych-
losti méreni, minimalnimi naroky na pripravu
vzorku, vysokou mezilaboratorni spolehlivosti
i naprostou eliminaci jakychkoliv chemikalii,
které jsou bézné s laboratornimi analyzami
spojeny. Na druhé strané, zcela klicovy je pro
presnost této metody vyvoj a kvalita kalibrac-
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nich modelu zaloZenych na preciznim méreni
desitek ¢i lépe stovek kalibracnich vzorki po-
moci referenénich laboratornich metod. Prvni
zemédeélska aplikace systému NIRS byla pred-
stavena jiz na konci 60. let minulého stoleti.
Od té doby nalezly NIR spektrometry Siroké
uplatnéni napr. ve farmaceutickém ¢i potra-
vinarském prumyslu, predevsim jako zakladni
kontrolni jednotky kvality vyroby (Obr. 7).
U obilnin jsou jimi predevsim méreny obsahy
organickych makrokomponent (napr- vlhkost,
dusikaté latky, Skrob, tuk, vlaknina). Moznost
predikce komponentt s nizkou koncentraci
pod jedno procento, ¢i dokonce detekce latek

Obr. 7: Disperzni NIR spektrometr NIRS 6500 f. FOSS
(zdroj: V. Dvofacek)
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Tabulka I: Charakteristiky vyvinutych NIR predikénich modeld pro zrno psenice

Parametry VZZ(::(E P:(e’:is:ini R SEC R, SECV
Susina (%) 282 81,4-932 0953 0673 0948 0,708
Hrubé bilkoviny (%) 343 7,1 -21,5 0993 0385 0988 0,507
Skrob (%) 721 59,0 - 70,1 0938 0606 0840 0,953
Dietni vlaknina (%) 92 7,4-155 0965 0416 0,759 1,040
Mokry lepek (%) 472 I51-494 0969 1810 0953 22I0
Tvrdost zrna (%) 195 2,3-226 0,992 0486 0,944 1,250
Celkové arabinoxylany (%) 108 23-55 0973 0,163 0847 0,378
Lutein (ppm) 119 09-113 0938 0589 089 0,776

R: korelacni koeficient kalibrace, Rev: korelacni koeficient kfiZové validace, SEC: standardni chyba kalibrace,

SECV: standardni chyba kfizové validace

s mikrogramovym mnozstvim je zatim moz-
na jen ve specifickych pripadech. V nich vsak
nedetekujeme primo danou komponentu,
muze doprovazet (napf. specificka zména i
poskozeni makroslozek, odlisné zabarveni
zrna apod.) (WiLLiams a Norris 2001). Pre-
hled vyvinutych kalibracnich modelii na nasem
pracovisti pak udava Tabulka I.

Pro vyznamné zvyseni detekénich limitd IR
spektrometrie byly v posledni dobé vyvinuty
zcela nové techniky zaloZené na tzv. povrcho-
vé zesilené Ramanové spektroskopii (Surfa-
ce-Enhanced Raman Spectroscopy — SERS).
Velmi zjednodusené jde o citlivou techniku,
ktera vyuziva radové zvySeni Ramanova
rozptylu (studovaného spektrometrického
signélu) molekuly v IC spektralni oblasti ad-
sorbované na zdrsnéném povrchu nanesenych
&éstic vzacnych kovd, nejcastéji stfibra ¢i zlata
(Obr. 8). V dusledku tohoto zesileni, které
dosud neni zcela jednoznacné vysvétleno, je
mozné docilit nesmirné vysoké rozliSovaci

Obr. 8: Specidlné upravené vzorkové terciky s nanovrst-
vou vzdcnych kovii pro analyzu SERS pomoci Ramanovy
spektrometrie od f. ThermoFisher Scientific (zdroj: http://
www.nicoletcz.cz/sers)
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schopnosti. V pripadé nékterych molekul
obsahujicich uhlik Ize identifikovat rFadové
i jednotlivé molekuly. Vyuziti povrchem ze-
silené Ramanovy spektroskopie Ize tak nalézt
v lékarstvi a farmakologii napr. k identifikaci
léCiv a drog, k urceni jejich kontaminace a in-
terakce s jinymi latkami. Obdobné sledovani
Ize vyuzit v rozli¢nych aplikacich v ramci stu-
dia znedisténi zZivotniho prostredi a kvality
potravin (CiALLA et al. 2012). Metoda se tak
do budoucna mUze stat vyrazné levnéjsi al-
ternativou citlivych referenénich metod na
bazi hmotnostni spektrometrie.

V oblasti elementarniho prvkového slozeni se
na trhu objevily tzv. emisni rentgenové spek-
trometry. Jsou zaloZeny na principu rentge-
nem vyvolavané fluorescence, jez je prvkovée
jednoznaéné specificka. Metoda nevyzaduje
Zadnou nebo jen velice malou pFipravu vzorku,
je vhodna pro pevné, kapalné a sypké typy
vzorkd a je schopna méFit Siroky rozsah prv-
ki s citlivosti o nékolika ppm (BECKHOFF et
al. 2007). Jedna se tak o velmi zajimavou alter-
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nativu k laboratornimu systému hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS).

5. Zavér

Vzhledem k permanentnimu rozvoji vyzku-
mu v oblasti technologické a nutri¢ni kvality
obilnin Ize predpokladat, Ze porostou naro-
ky i na komplexni hodnoceni jejich genetic-
kych zdrojd. Pro uspésné dosazeni téchto
pozadavkl tak bude nutné poéitat s celko-
vym narustem nikladd na analyzy i s dal$imi
jednorazovéjsimi investicemi v oblasti pri-
strojové techniky a oblasti ziskani nového, ¢i
proskoleni stavajiciho personalu. Navratnost
téchto investic nebude jisté okamzita. Kom-
plexni mapovani kvality obilnin by vS§ak mélo
v kontextu s ostatnimi sledovanymi vlast-
nostmi umoznit presné&ji detekovat jedinecné
materialy resp. jejich geny vyuzitelné v dal-
Sim Slechténi a vyvoji novych odrid reagujici
napf. na ménici se agroklimatické podminky
i na pozadavky spotfebiteld.
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V soucasné dobé existuje v oblasti energetiky
celé Evropy a také Ceské republiky zietelny
odklon od tradi¢nich fosilnich paliv a naopak
prosazovani energie vyrobené z obnovitel-
nych zdrojl. Divodem jsou mimo jiné klesaji-
ci zasoby fosilnich paliv, snaha o energetickou
sobéstacnost jednotlivych zemi, zvySovani
energetické efektivity a snizovani emisi zne-
&istujicich latek. Clenské staty Evropské unie
se zavazaly k zajiSténi celkové spotreby energie
z obnovitelnych zdrojli ve vysi 20 % v roce 2020
a 32 % v roce 2030. K naplnéni téchto cilli je
treba hledat dosud nevyuzité zdroje, které jsou
snadno dostupné a stabilni. V soucasné dobé se
jedna predevsim o energie z biomasy. Jednou
z moznosti energetického vyuziti biomasy je
anaerobni fermentace s cilem vyroby bioplynu
a biometanu. Z hlediska ekonomiky provozu
je cilené péstovana biomasa nejvyhodnéjsi
varianta, protoZze pro tyto stanice je garanto-
vana nejvyssi vykupni cena elektrické energie
a zaroven se diky kvalité vstupnich materialt
jedna o nejméné problémovy provoz (GERSL
et al. 2015). Rada zemi svéta v soucasné dobé
rozsifuje sektor energie ziskavané z obnovitel-
nych zdroju, coz vede ke zvySovani péstebnich
ploch plodin vyuzivanych na produkci biomasy
(LoserT et al. 2016).

V roce 2016 bylo v Ceské republice v provozu
celkem 404 bioplynovych stanic, 108 komu-
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nalnich a pramyslovych Cistiren odpadnich
vod s produkei kalového plynu a 68 vyroben
s produkci skladkového plynu. Celkovy insta-
lovany vykon téchto vyroben dosahl v roce
2016 Urovné 368,6 MW, pricemz bioplynové
stanice tvorily 87 % tohoto vykonu, coz od-
povida 320,1 MW. V roce 2016 bylo z bioply-
nu vyrobeno celkem 2 589,0 GWh elektrické
energie a 4 894,4 T) tepelné energie. Vyuziti
bioplynu pfi vyrobé elektfiny a tepla také vy-
znamné prispiva k podilu OZE na hrubé konec-
né spotrebé. V roce 2016 odpovidal prispévek
bioplynovych stanic k celkovému podilu na
hodnoté 0,80 % v prispévku v sektoru elektro-
energetiky a 0,68 % v pripadé sektoru vytapéni
a chlazeni, celkem se tedy jednalo o prispévek
na drovni 1,48 % (Anonymous 2018).

Podpora bioplynu jako OZE je upravena
zakonem ¢. 165/2012 Sb. o podporovanych
zdrojich energie a 0 zméné nékterych zakond,
v platném znéni. Ze strategickych dokumentt
se k bioplynovym stanicim (BPS) vztahuji Na-
rodni akéni plan pro obnovitelné zdroje, Akéni
plan pro biomasu v CR na obdobi 2012-2020,
Strategicka vyzkumna agenda a Akéni imple-
mentacni plan (MATEA et al. 2018).

Bioplyn v bioplynovych stanicich je vyrabén
prostfednictvim tzv. anaerobni fermentace,
ktera zahrnuje komplex biochemickych pro-
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Tabulka I: Pocet bioplynovych stanic a Cistiren odpadnich vod v letech 2010-2016

2010 2011
Komunalni COV 97 98
Primyslové COV 12 14
Bioplynové stanice 15 186
Skladkovy plyn 63 62
Celkem 287 360

cesu, pri kterych dochazi k rozkladu organic-
ké hmoty bez pritomnosti vzdusného kysli-
ku. V prubéhu 4 zikladnich fazi — hydrolyzy,
acidogeneze, acetogeneze a metanogeneze
mikroorganismy pritomné v tomto procesu
vytvari rozkladem organické hmoty mezipro-
dukty, které jsou pak spotrebovavany jinymi
mikroorganismy. Absence mikroorganismu
tvoricich meziprodukty pro prubéh nasleduijici
faze muze mit negativni dopad na cely prubéh
anaerobni fermentace. V prubéhu hydrolyzy
dochazi predevsim k hydrolytickému stépeni
polysacharidd, proteini a tukd. Produktem
této faze jsou predevsim aminokyseliny, mast-
né kyseliny a cukry. BEéhem faze acidogeneze
vznika majoritné kyselina maselna, propionova,
mlécna a kyselina octova. Dale vznika etanol,
oxid uhlicity a vodik. V pribéhu acetogeneze
jsou organické kyseliny a etanol preménova-
ny na kyselinu octovou, oxid uhlicity a vodik.
Kyselina octova je zakladem pro posledni fazi
metanogeneze, ve které je preménéna na oxid
uhli¢ity, dusik, vodik, sirovodik a predevsim
metan. V této fazi jsou dominantni archea
bakterie. Produktem anaerobni fermentace
je bioplyn, ktery obsahuje predevsim metan
(50-75 % obj.), oxid uhlicity (25-45 % obj.). Dal-
simi produkty jsou fermentacni zbytek, kyslik
(< 2 % obj.), dusik (< 2 % obj.), vodik (< | %
obj.), sirovodik (20-20000 ppm), vodni para
(2-7 % obj.) a dalsi. Spalitelnou slozkou je pre-
devsim metan. Jeho koncentrace je podstatna
pro energetické vyuzitia méla by se pohybovat
od 50 % objemovych (GEersL et al. 2015).

2012 2013 2014 2015 2016
94 97 88 88 94
14 14 15 15 I5

317 388 404 403 404
6l 65 67 68 68
486 564 574 574 581

Biomasa ziskana ze zemédélskych plodin pred-
stavuje vyznamny zdroj obnovitelné energie.
V zemich, kde se hojné péstuiji plodiny na pro-
dukci bioplynu, je dominantni plodinou silazni
kukurice (WaNassek et al. 2017). LoserT et al.
(2016) uvadéji, ze tritikale produkuje mnohem
vice biomasy nez psenice, jeCmen nebo Zito,
na druhou stranu mnohem méné nez kukurice
a ¢irok. V produkénich systémech zalozenych
na vyuziti kukurice nebo Ciroku miize péstova-
ni ozimého tritikale prinést vyhodu v casovém
rozlozZeni pracovnich Spic¢ek (seti a sklizen),
vyuziti zimni a ¢asné jarni vlahy a umozni diver-
zifikovat osevni postup. Silaz z tritikale je navic
k dispozici o priblizné dva mésice drive nez
kukuri¢na silaz (Gowpa et al. 2011). CANTALE et
al. (2016) uvadeéji, ze podle IEA (International
Energy Agency) se vynos bioplynu u tritikale
pohybuje v rozpéti 337 — 555 m*/tunu.

V mezidobi 2006 — 2016 doslo v Evropé ke
zvyseni skliznovych ploch tritikale o 30 %,
2 2.856 tisic ha na 3.714 tisic hektaru, coz jas-
né hovori o dllezitosti této plodiny. Naproti
tomu v Ceské republice dochézelo ve stejném
obdobi k dalSimu poklesu ploch o témér 4 %,
z puvodnich 41 tisic ha na 39 tisic ha. Nejvétsi
skliziové plochy byly v roce 2016 zaznamena-
ny v Polsku (1.404 tis. ha), v Bélorusku (500 tis.
ha) a v Némecku (396 tis. ha) (FaosTaT 2018).
A pravé ve vyuziti tritikale na biomasu je moz-
no spatrovat potencial této plodiny a moznost
opétovného navyieni péstebnich ploch v CR
v budoucich letech.
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Vyhodou tritikale je, ze dosahuje velmi
dobrych vynosl v méné priznivych pidnich
a klimatickych podminkach, kde se obvykle
péstuje. Jeho hospodarsky vyznam narusta
diky vyraznym Slechtitelskym Uspéchim,
které vedly k vySlechténi odrid s podstatné
kratsim stéblem a vétSim podilem zrna na
nadzemni biomase. Vyznamné jsou nékteré
péstitelsky vyhodné vlastnosti pochazejici
od rodicl, predevsim vsak nizsi narocnost
tritikale na péstebni podminky a v priméru
lepsSi zdravotni stav oproti pSenici, zdédéna
do urdité miry po ozimém zitu. V Grodnéjsich
a klimaticky priznivéjsich oblastech Ize tritika-
le zafazovat i po obilniné. Je vSak dllezZité zo-
hlednit pripadné riziko vyskytu plisné snézné.
Tritikale se obvykle dokaze |épe vyrovnavat
s nékterymi biotickymi a abiotickymi stre-
sy nez psSenice. Jeho schopnost poskytovat
dobré vynosy na pisCitych pudich s ¢astym
vyskytem hlinikovych iontl, vyplavovanych
kyselymi desti, vyvolala jeho velkou oblibu
u péstiteld v severnich oblastech Polska, kde
dosahuje lepsich vysledkd nez pSenice. Vy-
znamnd je schopnost nékterych odrid odo-
lavat suchu. Tritikale ma mohutny korenovy
systém a proto dokaze vyuzit Ziviny i z vétSich
hloubek a z méné pristupnych forem. K nega-
tivnim vlastnostem pat¥i vyssi riziko porustani
a v nékterych pripadech i vyssi nachylnost
k poléhani. Vyhodnou vlastnosti tritikale je
jeho dobra krmna hodnota, dana priznivejsim
slozenim esencialnich aminokyselin v zrnu nez
u pSenice. Tritikale |ze vyuzit do krmnych smé-
si pro vykrm prasat, dribeze, mladého skotu,
pripadné i jako zelené krmeni (MARTINEK 2017).

V minulosti bylo cilem Slechténi tritikale pre-
devsim zkratit délku stébla a zlepsit odolnost
poléhani. V soudasné dobé je prioritni vynos
zrna a vynos zelené hmoty. Vétsina soucasnych
odrud, které maji vysoky vynos zrna, ma ten-
denci k nizké produkci biomasy a vysoce vynos-
né odrudy na zelenou hmotu maji zase nizky
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vynos zrna. Soucasnym trendem ve Slechténi
tritikale je proto vytvorfit odrudy s vysokym
vynosem zrna a soucasné vysokym vynosem
zelené hmoty tak, aby se zvysila komercni po-
ptavka po této plodiné (Gowna et al. 2011).

V rémci studie bylo hodnoceno 20 genotypu
ozimého tritikale, které byly ziskany z kolek-
ce National Small Grains Collection (NSGC,
USDA-ARS, Aberdeen, |daho, USA). Jak
uvadéji Mergoum et al. (2009), tritikale bylo
v USA, odkud vétsina zkouSenych genoty-
pu pochézi, péstovano na plose 405 tisic ha
a vétsina produkce byla pouzita ke krmnym
Gcellim, bud’jako jadrné krmivo nebo na zele-
no. Jako kontrolni odrlida byla pouzita odrida
Balu PZO, ktera je v Némecku vyuzivana na
produkci biomasy a kromé toho je mimo jiné
také kontrolni odridou ve statnich odrado-
vych zkouskach ozimého tritikale na zelenou
hmotu v Némecku (Bundessortenamt). Jako
standardni odrida zrnového typu byla pouzita
némecka odriida Agrano. Studovany soubor
byl péstovan v letech 2015-2017 v polnich
podminkach lokality Praha — Ruzyné na par-
celach o velikosti 4,5 m? v jednom opakovani
standardnimi péstebnimi postupy v rezimu
s nizkym uplatnénim intenzifikacnich zasah,
po predplodiné hrachu polniho. Vysevek byl
3,5 milionu klicivych semen na hektar. Pokusna
lokalita je zarazena do vyrobni oblasti Fepar-
ské, subtypu Feparsko-pSeni¢ného, s pudnim
typem degradovana ¢ernozem. Oblast Praha
— Ruzyné (340 m n. m.) ma primérny rocni
Uhrn srazek 526 mm. Dlouhodoba primérna
rocni teplota vzduchu je 7,9 °C.

V pribéhu vegetace byla provadéna hodno-
ceni morfologickych, biologickych a hospo-
darskych znakl podle platného Klasifikatoru
pro genus XTriticale Miintzing (RYCHTARIK et
al. 1991). Pro potreby laboratorni biozply-
novaci zkousky byla v dobé mlééné-voskové
zralosti provedena sklizen nadzemni hmoty
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akumulatorovymi zahradnimi ndzkami (mini-
malné 300g mokré hmoty), aby bylo zajisté-
no dostacujici mnozstvi pro provedeni testu.
Zelena hmota byla nasledné sesSrotovana na
stacionarni rFezacce, vlozena do PET uzavira-
telnych sackd a zamrazena v chladicim boxu
pri-18 °C. Vzhledem k malému rozsahu plochy
pokusnych parcel nebyl zjiStovan vynos zelené
hmoty z jednotky plochy. Vzorky zmrazené
biomasy byly nasledné predany na pracovisté
VURY, v.v.i. v Chomutové, kde byla provedena
laboratorni biozplynovaci zkouska.

Laboratorni experimenty biozplynovani byly
provedeny na sestavé se 48 trilitrovymi skle-
nénymi anaerobnimi fermentory (reaktory),
zahfatymi na mezofilni teplotu 37+1 °C, mi-
chanymi po dobu |15 minut kazdé dvé hodiny.
Testovani potencialni produkce bioplynu a me-
tanu bylo provedeno v souladu s metodikou
VDI 4630 (ANoNYMous 2006). Pomér vstupu
organické susiny vzorku k ockovaci latce byl
cca 3:10. Ockovaci latkou byl digestat z pro-
vozni bioplynové stanice, ktera zpracovava zvi-
reci exkrementy, kukuri¢nou silaz a senaz pice
v poméru zhruba 40:40:20. Udaje z méFeni
experimentalni produkce bioplynu byly zazna-
menavany vétsinou jednou denné, v dobé nej-
vyssi intenzity produkce bioplynu i nékolikrat
denné. Kvalitativni analyza bioplynu byla pro-
vedena na specializovaném bioplynovém ana-
lyzatoru Biogas Check Analyser renomované-

Obr. I: Kolekce genotypii ozimého tritikale z National Small Grains Collection, USDA-ARS, Aberdeen, Idaho (USA)

ho vyrobce Geotechnical Instruments (GBR),
presnost méreni byla kontrolovana pomoci
plynového chromatografu s detektorem TCD.
Celkova doba experimentalni fermentace byla
jednotné stanovena na 49 dnu (7 tydnU). To
je dostateény cas pro zajisténi intenzivni faze
produkce bioplynu u vSech testovanych sub-
straty. V mnoha pripadech se vyroba bioplynu
zcela nezastavila ani po uplynuti stanovené
doby, coz je spojeno s postupnou fermentaci
obtizné odbouratelnych slozek biomasy, jako
jsou celulézy a hemiceluldzy. Intenzivni etapa
vyroby bioplynu trvala obvykle 2 - 4 tydny po
uplynuti faze prodlevy (lag-faze), ktera obvykle
probihala | az 5 dnd.

Primérné vysledky biozplynovaci zkousky
z dvouletych experimentd uvadi Tabulka 2.
Procenticky obsah susiny se ve studovaném
souboru pohyboval od hodnoty 31,47 % (M86-
6089) az do 38,61 % (NE422GT). Primérna
koncentrace metanu u testovanych vzorkd
Cinila 52,9 %. Nejvyssi vytéznost bioplynu byla
zaznamenana u linie M86-6051 a to 670 I/kg
susiny. Linie NE426GT se jevila z hlediska
celkové vytéznosti bioplynu jako nejméné
produktivni (445 I/kg sus.). Nejvyznamnéjsi
parametr biozplynovaci zkousky — celkova vy-
téZnost metanu, byla nejvy3si u odrady Pika
byla namérena u linie NE426GT (236 I/kg
susiny).
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GENETICKE ZDROJE ROSTLIN: MODERN{ TECHNOLOGIE KONZERVACE A HODNOCEN]

Obr. 2: Laboratorni 48-hnizdni zafizeni pro sledovani vy-
voje bioplynu s automatickym casovanym promichdvanim

Hodnoceni polozek kolekce genetickych
zdroju ozimého tritikale v ramci Narodniho
programu konzervace a vyuzivani genetickych
zdrojl rostlin a agrobiodiverzity umoznuje
identifikovat vyznamné vlastnosti u jednotli-
vych genotypu. Ty pak mohou byt na zakladé
zjisténych vlastnosti vyuzity v ramci Slechti-
telskych programu pro tvorbu novych odrud
nebo v dal$im vyzkumu.

Na zdkladé tfiletych vysledkd polniho hod-
noceni, dvouletych vysledkd biozplynovaci
zkousky a jednoletych vysledkd mezistanic-
nich predzkousek na 3 lokalitach s hodnoce-
nim vynosu zelené hmoty byly vyselektovany
2 Slechtitelské linie. Po namnozeni dostatec-
ného mnozstvi osiva bude u perspektivnéjsiho
materialu podéna Zadost o registraci odrady
ozimého tritikale na biomasu v ramci statnich
odradovych zkousek UKZUZ. Potencidl vyu-
Ziti téchto genotypl je pro ekologické zemé-

Obr. 3: Méfici souprava pro analyzu bioplynu

délstvi a také v ramci systému ,,dry farming*
pro udrzitelné hospodareni bez zavlah v ob-
lastech s castym vyskytem sucha. Pfedbézny
zajem o tento material jiz projevila firma SEED
SERVICE, s.r.o., ktera se zabyva smluvnim
mnozenim certifikovaného osiva trav, jete-
lovin a jinych kulturnich plodin a vétSinu své
produkce exportuje do zahranici.

Dedikace:

Prispévek vznikl v ramci reSeni projektu
”Narodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdroju rostlin a agrobiodiverzity*
¢.51834/2017-MZE-17253/6.2.14 a institucio-
nalniho projektu MZe RO0418.

47



Seznam pouzité literatury

ANONYMous (2018): Scénare rozvoje podporovanych zdroju energie do roku 2030. Ministerstvo pramyslu
a obchodu. [nepublikovano].
AnonNyMous (2006): Metodika VDI 4630.

CaNTALE C., PETRAZZUOLO F., CoRReNTI A., FARNETI A., FeLici F., LATINI A., GALEFFI P. (2016): Triticale for
bioenergy production. Agriculture and Agricultural Science Procedia, 8: 609-616.

FAosTAT database (2018): http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC.

GERSL M., MARECEK J., SOTNAR M., KOUTNY T., KUDELKA ., SOFROVA J. (2015): MoZnosti vyuZiti rostlin z fyto-
sanitacnich postupt pro produkci bioplynu v bioplynovych stanicich. Mendelova univerzita, Brno: 34 s.

Gowpa M., HauN V., REeF J.C., LonGIN F.H., ALHET K., MAURER H.P. (2011): Potential for simultaneous
improvement of grain and biomass yield in Central European winter triticale germplasm. Fiedl Crop
Research, 121:153-157.

LoserT D., MAURER H.P., WEISMANN S., WURscHUM T. (2016): Hybrid breeding for biomass yield in winter
triticale: I. Hybrid performance, trait correlations and heterosis. Plant Breeding, 135: 560-566.

MARTINEK P. (2017): Vznik tritikale, jeho vyznam a hybridizace psenice s jinymi rody. Obilnarskeé listy,
XXV. Rocnik, 2: 44-48.

MaTEKA J., NoBiLis L., Pacek L. (2018): M4 bioplyn v budoucnu $anci? Uroda 2: 27-30.

MerGcouM M., SINGH P.K., PENA R J., LozaNo-DEL Rio A.J., Cooper K.V., SALMON D.F., GoMez MACPHERSON H.
(2009): Triticale: a ,,new" crop with old challenges, in ,,cereals®. In: CARENA M.). (Ed.) Springer: 267-287.

RYCHTARIK J., MoGILEVA V.I., BENES F., SEHNALOVA |., BARES I. (1991): Klasifikator genus xTriticale Miintzing.
Genové zdroje €. 52, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby Praha — Ruzynég, 33 s.

WAaNaAssek L., ORTNER M., AMON B., AMON T. (2017): Sorghum, a sustainable feedstock for biogas pro-
duction? Impact of climate, variety and harvesting time on maturity and biomass yield. Biomass and
Bioenergy, 106: 137-145.

48



GENETICKE ZDROJE ROSTLIN: MODERN{ TECHNOLOGIE KONZERVACE A HODNOCEN]

Moderni technologie hodnoceni kvalita-
tivnich parametru oleje a jejich vyuziti
Rychla A., Endlova L.,

OSEVA PRO s.r.o., odstépny zavod Vyzkumny tGstav olejnin Opava
rychla@oseva.cz

Rostlinnd semena obsahuji ve svych struktu-
rach zasoby oleje, které slouzi jako pohotovy
energeticky zdroj v dilezitém obdobi kli¢eni
a vzchazeni. Celkové mnozstvi oleje v semeni
je ale druhové specifické. V pribéhu historie si
Clovek vyclenil skupinu zemédélskych plodin,
které maji toto mnozstvi vyznamnéjsi, Ize je ze
semen snaze a efektivnéji ziskat a predevsim se
daji vyuzit pro primou lidskou vyzZivu nebo pro
jiné tcely. Kolekce olejnych plodin Narodniho
programu (NP) uchovava a hodnoti genové
zdroje (GZ) majoritnich i minoritnich olejnych
plodin. Nejvyznamnéjsi, s ohledem na vyuziti
oleje pro lidskou vyzivu, je kolekce brukve
repky olejky a to ve formé ozimé a jarni. Pro
pfimou lidskou vyzivu je dale vyuzivan mak
sety, horcice bild a v mensi mife i horcice sa-
reptska. Mezi minoritni kolekce jsou zarazeny
GZ repice ozimé a jarni, hofcice cerné, Inicky
seté, redkve olejné, katranu habesského a ro-
kety seté. Tyto olejniny jsou vyuzivany ve svété
pro produkci oleje spiSe okrajové a jednd se
o olej se specifickymi vlastnostmi s vyuzitim
napr. pro technické tcely.

Obr. 2: Lnicka seta

Obr. I: Hofice bila Obr. 3: Repka ozimad
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Pro potencionalniho uzZivatele je velmi dulezité
znat nejen celkovy obsah oleje v semenech,
ale predevsim jeho kvalitativni parametry.
Rostlinné oleje patri mezi glyceridy, coz jsou
estery mastnych kyselin s trojsytnym alkoho-
lem glycerolem (triacylglyceroly). Na glycerol
jsou navazany rizné mastné kyseliny (MK).
LiSi se nejen délkou retézce, ale i pfitomnosti
¢i absenci dvojnych vazeb, které rozhodujici
mérou urcuji vlastnosti konkrétniho oleje.
Napriklad ¢im vice dvojnych vazeb struktu-
ra MK obsahuje, tim je olej tekutéjsi, snaze
vSak podléha degradaci. Z pohledu vyznamu
jsou sledovany obsahy Sesti nejvyznamnéjsich
MK a to kyseliny olejové, linolové, linolenové,
erukové, palmitové a stearové.

Kyselina palmitova a stearova jsou nasyce-
né MK, jejichz struktury neobsahuji dvojné
vazby. Jsou tedy stabilni, z pohledu lidské vy-
Zivy ale spiSe nezadouci. Nasycené MK jsou
prevazujici slozkou Zivoéisnych tukid (maslo,
sadlo). Nenasycené MK olejova, linolova a li-
nolenova maji oproti nasycenym MK priznivé
Ucinky na lidsky organismus. Nenasycené MK
v molekule obsahuji. Kyselina olejova je mo-
nonenasycena mastna kyselina s jednou dvoj-
nou vazbou, ktera tedy dobre snasi tepelné
zatizeni napr. pri smazeni. Kyseliny linolova
a linolenova jsou nenasycené MK se dvéma
a tremi dvojnymi vazbami. Kyselina linolenova
je podstatné choulostivéjsi nez olejova nebo
linolova pri tepelném zatizeni a nachylnéjsi
k oxidaci. Obé tyto MK patFi mezi esencialni
MK, které si lidské télo neumi syntetizovat
a musi je proto prijimat potravou. Kyselina
linolenova patri mezi MK oznacované jako
,»omega-3“a kyselina linolova mezi ,,omega-6*.
Pro konzumenta je dllezity pomér omega-3
a omega-6 MK v oleji. Omega-3 MK jsou jedi-
né, vseobecné odborniky doporuéované MK,
u kterych je zapotrebi navysit jejich denni pFi-
jem. B&zna strava obyvatel Ceské republiky
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obsahuje nadbytek omega-6 kyseliny linolové,
je proto odborniky vseobecné doporucovano
snizit jeji podil. Idedlni pomér téchto ome-
ga-3/omega-6 MK by se mél pohybovat mezi
hodnotami I:I az I:5, dnes se tyto hodnoty
pohybuji v rozmezi 1:15-30. Dalsi sledovanou
MK je kyselina erukova, ktera patfi do skupi-
ny mononenasycenych MK, je zdravi Skodliva
a potravinarsky olej ji mize obsahovat pouze
stopova mnozstvi.

Do oleje mohou pfi zpracovani prechazet
i jiné latky v semeni obsazené. Nejvyznam-
palcivost a horkost oleje a jsou antinutricni.
Soucasné zustavaji v pokrutinich, stejné jako
latky dusikaté latky, a tim limituji jejich pouziti
pro krmivarské ucely.

Slechtitelé i ostatni uzivatelé GZ z kolek-
ce olejnin NP ocenuji pristup k informacim
o chemickém slozeni oleje. Analyzy obsahu
oleje a skladby MK jsou soudasti standard-
niho hodnoceni, jsou realizovany opakované
ve viceletych cyklech a exaktni data jsou za
pomoci kontrolnich kultivari prevedena na
hodnotu deskriptoru, ktery je v konecné
fazi zverejnén na karté polozky - v IS GRIN
Czech. Spolu s pokrokem v oblasti vyvoje no-
vych analytickych metod jsou na Fesitelském
pracovisti postupné zavadény modernéjsi,
levnéjsi a rychlejsi metody hodnoceni opro-
ti klasickym metodam, jako je napf. plynova
chromatografie (GC), extrakce, kapalinova
chromatografie (HPLC), gravimetrie, aj.

Metody hodnoceni celkové olejnatosti
a slozeni mastnych kyselin

V organizaci OSEVA PRO s.r.o., Vyzkumny
Gstav olejnin Opava (VUO) v akreditované
Zkusebni laboratofi OSEVA se stanovuje
obsah oleje podle CSN EN ISO 659 a za-
stoupeni mastnych kyselin na zakladé norem
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CSN EN ISO 12966-1 a CSN EN ISO 12966-
2 [l, 2, 3]. Stanoveni obsahu oleje je zalo-
Zeno na extrakci oleje napf. petroletherem
nebo hexanem, resp. vSech latek vyextra-
hovanych za podminek popsanych v normé
CSN EN ISO 659 a vyjadirené v hmotnostnich
procentech z produktu tak, jak byl obdrzen,
nebo z vycisténych semen. V izolovaném oleji
se nasledné stanovuje skladba MK, které se
prevedou na methylestery MK zmydelnénim
methanolickym roztokem NaOH za vzniku
alkalické soli a esterifikaci zahrivanim suchou
HCI v methanolu pfi 80 °C. Nésledné se
methylestery MK stanovi metodou plynové
chromatografie za pouziti plamenové-ioni-
zacniho detektoru [, 2, 3].

Obr. 4: Plynovy chromatograf firmy Dani Instrument
S.p.A., typ MASTER GC s FID detektorem

Sledovani profilu kvalitativnich slozek kolekce
olejnin pomoci klasickych metod je velmi ¢aso-
véifinanéné naroéné, proto byla na pracovisti
zavedena spektroskopie v blizké infracervené
oblasti s Fourierovou transformaci (FT-NIR).
Metoda FT-NIR patfi obecné mezi metody
molekulové spektroskopie a je v soucasné
dobé bézné pouzivanou metodou v celé Fadé
vyzkumnych i kontrolnich laboratofi. FT-NIR
spektroskopie je nedestruktivni, rychla meto-
da, umoznujici simultanni stanoveni nékolika
parametru najednou a z hlediska nepouzivani
chemikalii je bezpecna pro Zivotni prostredi.

Obr. 5: FT-NIR spektrometr firmy Thermo Scientific, typ
ANTARIS Il

FT-NIR technika ma také své nevyhody. Je to
metoda sekundarni a poFizovaci cena pfistroje
je relativné vysoka [4].

B&hem let 2012 - 2018 byly ve VUO vytvoreny
kalibraéni modely pro stanoveni obsahu oleje
a hlavnich MK (kyseliny palmitové, stearo-
vé, olejové, linolové a linolenové, erukova,
eikosenové) z kolekce olejnin. Méreni vzor-
ki pro tvorbu kalibraénich modeld a vlastni
méreni se provadi na spektrometru FT-NIR
Antaris Il (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
na integracni sfére v rezimu reflektance ve
spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™' po-
moci softwaru Omnic for Antaris. Vzorky
semen jsou promérovany v rotacnich kruho-
vych kyvetach o priméru 30 a 50 mm a vysce
15 a 25 mm, které jsou opatreny kfemennym
dnem propustnym pro NIR zareni. Kalibraéni
modely pro kvantitativni analyzu prislusnych
analytd byly vyvinuty pomoci chemometric-
kého programu Thermo Scientific TQ Analyst
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Na zakla-
dé ziskané zavislosti mezi spektralni informaci
a slozenim vzorku byly vytvoreny pro kazdou
kvantitativni analyzu zvlast' kalibracni mode-
ly pomoci algoritmu Partial Least Squares.
K vyvoiji kalibraénich modelt pro jednotlivé
analyty byly vyuzity rozdilné spektralni inter-
valy. Byla vyjadrena standardni chyba kalibrace
(RMSEC) a korelacni koeficient kalibrace (R).
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Pro ovéreni spolehlivosti, robustnosti a pres-
nosti kalibraénich modell byla pouzita Gplna
se vychazelo ze stejné sady vzorka jako pri ka-
libraci, byla vyjadiena chyba krizové validace
(RMSECV) a hodnota korelacniho koeficientu
krizové validace (R_,) Externi validace byly
provedeny softwarové, automatickym vybé-
rem validaénich standardt z kalibraéniho sou-
boru. Pri vypoctu chyby predikce byly validacni
standardy z kalibracniho souboru vylouceny.
Jejich pocet byl vzdy roven priblizné 10 pro-
centum z celkového poétu standardi zadanych
a rovhomérné pokryvaly kalibracni intervaly

[4]. Byla vyjadrena chyba predikce (RMSEP)
a hodnota korelaéniho koeficientu predikce
(R,). V tab. I jsou uvedeny vysledky kalibrace
vybranych jakostnich znakd a charakteristiky
modell repky ozimé a jarni. Metoda-FT-NIR je
pro svoji casovou nenarocnost, dostatecnou
presnost, nedestruktivnost a nizsi naklady na
analyzu jednoho vzorku nejpouzivanéjsi me-
todou stanoveni obsahu MK pro GZ kolekce
olejnin. Materialy jsou hodnoceny opakované
ve viceletych cyklech hodnoceni a vysledky
jsou porovnavany k platnému kontrolnimu
kultivaru. V tab. 2 je uveden prehled poctu
analyzovanych vzorku kolekci z let 2015-2017.

Tab. | Parametry kalibra¢nich model@ vybranych jakostnich znakl Fepky ozimé a jarni

. . . Pocet :
Slozka n* nign. faktort Derivace RMSEC R RMSECV R_, RMSEP R,
Olej 737 20 15 Pz 049 099 058 099 053 099
(%) derivace

+)b
Cl6:0° 303 5 7 beZ 573 070 026 062 027 065
(%) derivace
cigos .., 13 bez 013 08 016 072 022 065
(%) derivace

o]d
CI&IT o5 48 12 P2 172 09 19 08 194 089
(%) derivace
CI&2 199 14 14 bez 101 094 132 09 1,53 090
(%) derivace

oA
CI83" 136 20 15 PeZ 054 092 066 088 063 089
(%) derivace
C22:1¢ ,
iz ' 10 5 prvii 056 090 072 083 133 077
c22:1 s bez
oy o 4 W gooe 193099 299 097 299 097

@ Pocet vzorkd, ® kyselina palmitovd, <kyselina stearova, ¢ kyselina olejovd, ©kyselina linolova, fkyselina linolenova,

¢ kyselina erukovd
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Tab. 2 Poéty vzorkl analyzovanych metodou

FT-NIR v letech 2015-2017

2015 2016
repka ozima 634 647
repka jarni 222
fepice ozima 0 35
Fepice jarni 0 45
hor<¢ice bila 35 136
horcice ¢erna 26 27
horcice sareptska 90 94
mak sety 220 234
makovina 220 236
Inicka seta 9l 91
redkev olejna 9 9
katran habessky 12 13
roketa seta 14 15
CELKEM 1351 1804

Metody hodnoceni obsahu GSL a dusi-
katych latek

V soucasné dobé jsou ve VUO k hodnoceni
obsahu a skladby glukosinolatli (GSL) pouzi-
vany metody spektroskopie FT-NIR a HPLC.

Obr. 6: Vysokoucinny kapalinovy chromatograf firmy Thermo
Scientific, typ Dionex UltiMate 3000 s DAD detektorem

1840

HPLC stanoveni GSL v repce a Fepici
vychazi z normy CSN EN ISO 9167-
I, ktera definuje stanoveni GSL ve

2017 formé desulfoglukosinolati. GSL se
656 opakované extrahuji bezprostredné
212 po pomleti vzorku 70 % methanolem

30 na termostatické lazni pri 80 °C. Po
té nasleduje Cisténia enzymaticka de-
&l sulfatace extraktu (suspenze ionto-
149 méniové pryskyfice DEAE Sephadex
29 A-25). K enzymatické desulfaci se po-
uziva 0,2 % roztok sulfatazy typ H-I.

101 s

HPLC separace desulfoglukosinolatl
236 se provadi na koloné s reverzni fazi za
236 pouziti gradientové eluce a detekce

86 v UV oblasti. Pro sledovani celko-
vého obsahu GSL a dusikatych latek
13 v semeni Fepky je ve VUO vyuzivana
I5 metoda FT-NIR. Metoda HPLC je
16 vyuzivana v omezené mire (pro jeji
narocnost) a to i pro stanoveni ob-
sahu GSL v zelené hmoté repky [5].

Analyzy kvalitativnich parametria GZ
maku setého

Specifikem v péstovani olejnych plodin je pro-
dukce makového semene pro primy konzum.
Jeho vyuziti je typické pro slovanské narody,
velké vyuziti ma ale i bily mak napf. v Indii.
V ostatnich statech svéta je mak péstovan
k produkci alkaloidd pro farmaceutické ucely.
Jde o diametralni rozdil ve vyuziti s nutnosti
dopadu do pouzité odridové skladby. Maky
proto délime do skupiny potravinarskych
a technickych makl. Zatimco potravinarské
maky se Slechti predevsim na vynos semene,
technické na vynos makoviny a co nejvyssi
obsah alkaloidli v ni. Semeno maku alkaloidy
neobsahuje. Ty se tvoFi v mlécnicich v tobolce.
PFi kombajnové sklizni, kdy se makovice drti,
ale dochazi k uvoliovani prachu z makoviny,
ktery alkaloidy obsahuje a k jeho usazovani
na povrchu semen. Kvalita semenné produkce
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klesa a konzument ¢asto hodnoti takovy mak
jako nahorkly. S ohledem na bezpeénost pro
lidské zdravi je mnozstvi alkaloidi na semeni
monitorovano a k péstovani pro potravinarské
Ucely jsou povolovany pouze odridy s nizsim
obsahem morfinu v tobolce. Z tohoto divodu
je velmi prinosné pro uzivatele znat obsahy
alkaloidu v tobolkach GZ maku. Jednd se pre-
devsim o obsah morfinu, dlleZity je ale také
thebain a kodein.

Metody hodnoceni obsahu alkaloidt
v makoviné

Kromé primarniho produktu - makového
semene, kde je metodou FT-NIR stanove-
na olejnatost a skladba MK v semeni, se ve
VUO hodnoti také obsahy vybranych alka-
loidd v makoviné (morfin, kodein, thebain,
papaverin a noskapin). K hodnoceni obsahu
alkaloidii v makoviné jsou pouzivany meto-

dy spektroskopie FT-NIR a HPLC. Pracovni
postup hodnoceni obsahu alkaloidd pomoci
HPLC vychazi z extrakce alkaloidii bud’ po-
moci roztoku 5 % kyseliny octové s nasled-
nym preciSténim extraktu na pevné fazi nebo
smési amoniaku, methanolu a chloroformu. Po
odstranéni elu¢niho ¢inidla, pripadné extraké-
niho ¢inidla se alkaloidy rozpusti v methanolu
a stanovi se metodou HPLC na koloné s re-
verzni fazi za pouziti gradientové eluce a de-
tekce v UV oblasti. Metoda FT-NIR je vhodna
rovnéz ke stanoveni alkaloidli v makovinég, ale
pouze obsahu morfinu a kodeinu. Méreni pro-
biha v pevném vzorku, ktery se pred mérenim
upravi mletim a diikladnou homogenizaci. Pfi
dodrzeni standardizovaného pracovniho po-
stupu ziskame data s uspokojivou vypovidajici
schopnosti, v pripadé alkaloidi vSak musime
pocitat se silnym roénikovym vlivem (prubéh
pocasi) a stanoveni realizovat ve viceletych
cyklech [6].
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Vyuziti vysledki laboratornich analyz

Laboratorni analyzy kvalitativnich parametrt
oleje GZ jsou nedilnou soucasti hodnoceni
materiald. Z hlediska uzivatell jde o jedny
z nejdulezitéjSich dat. Vyuzivaji je jak Slech-
titelé pro vybér potencionalnich rodic¢ov-
skych komponent do krizeni, tak vyzkumni
pracovnici pro reseni specifickych ukold.
Prinosem pro kolekce je ziskavani a zarazo-
vani GZ s diverznim obsahem MK a specific-
kou skladbou. Z tohoto pohledu je vhodné
uchovani registrovanych odrud i ustélenych
Slechtitelskych materiald, jako donorl cen-
nych vlastnosti. Kazdoroé¢né je na pracovisti
zhodnoceno velké mnozstvi vzorkd, proto je
vice nez zadouci zavadéni novych, modernich,
nedestruktivnich a predevsim ekonomicky
dostupnéjsich metod stanoveni. Jediné tak
Ize dosahnout plynulého ziskavani dat pro GZ
nejen radné kolekce, ale predevsim pro nové
ziskané materialy z kolekci pracovnich, a tim
umoznit Fesitelim zodpovédné rozhodnuti,
zda vzorek spliuje pozadavky pro prerazeni

Obr. 7: Mdk sety do kolekei Fadnych.
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Abiotickeé stresy (napf. sucho, nizka ¢i vysoka
teplota, zasoleni) vyznamné ovliviiuji rozsire-
ni, rGst a vynos plodin. V ramci klimatickych
zmén dochazi k €astéj§im vykyvim poéasi do
extrému. Napriklad v letosni zimé 2017/18 byly
na uzemi CR naméFeny podprimérné sraz-
ky. V kombinaci s nadprimérnymi lednovymi
teplotami a prichodem mrazl v unoru doslo
k mrazovému poskozeni nékterych citlivéj-
Sich ozimych plodin. Nedostatek srazek ve
vegetacnim obdobi, jako tomu bylo v letosnim
roce (2018) toto poskozeni umocnil a sucho
pak zpusobilo vyrazné propady vynosu nejen
obilnin. Extrémy pocasi jsou pozorovany na
celém svété a s tim prichazi tlak odborné verej-
nosti na rychlé a co nejpresnéjsi odliseni odrud
s ruznou odolnosti vuéi abiotickym stresum.

Pravidelné hodnoceni odolnosti k abiotickym
stresim u novych nebo jiz vyuzivanych odrud
a hledani genetickych zdroji jako nositeld
vhodné odolnosti pro Slechténi patfi k zasad-
nim krokim v boji proti negativnimu pusobeni
abiotickych strest na péstované plodiny. Za
Ucelem popisu a selekce genetickych zdroju
nesoucich znaky odolnosti se intenzivné vyviji
metody charakterizace zalozené na vhodnych
markrech. Ukazuje se, Ze studium zmén sloze-
ni rostlinného proteomu predstavuje vyznam-
ny a dilezZity nastroj pro pochopeni kli¢ovych
prvkd odezvy rostlin vici stresu.

Dvé hlavni strategie rostlin, kterymi mohou
reagovat na stres, jsou evoluéni adaptace
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umoznujici rostliné vyhnout se stresu, nebo
vyvoj tolerance vuci stresu (Kosova et al.
2018). Nejvétsi skody u polnich plodin jsou
zpUsobeny nedostatecnou Grovni tolerance
genotypu plodin vuéi stresum.

Odolnosti rostlin vuci abiotickym stresim
jsou zalozené polygenné. Rostliny po vystaveni
abiotickym stresiim spoustéji fadu obrannych
mechanism0 umozniujicich opravovat posko-
zeni zpusobend stresem a pfizpUsobit se zmé-
nénym podminkam (Obr. ). BEhem vystaveni
stresu dochazi k vyraznym zménam v rost-
linach, které se projevuji na Grovni mRNA
(transkripcni Groven), proteind a metabolitd.
Tyto obranné mechanismy mohou byt jak
nespecifické (napr. tvorba antioxidaénich en-
zymU, zvySena produkce proteinl opravuijicich
chybné sbalené proteiny, tzv. chaperont, nebo
degradujicich poskozené proteiny), tak speci-
fické (napr. tvorba protimrazovych proteinl
za mrazu, proteint tepelného Soku HSP — tj.
heat shock proteint — nebo fytochelatint pfi
nadbytku tézkych kovi v pudé). Nalezené
zmény v hladiné protein( v rostlinach vysta-
venych Géinkdm stresu mohou byt v uzkém
vztahu s vyslednou trovni tolerance rostlin na
dany stres. Proteomické studie mohou proto
veést k identifikaci potencialnich proteinovych
indikatort (markeru), jejichz zmény v abun-
danci mohou byt Uzce spojené s kvantitativ-
nimi zménami fyziologickych parametri (Ko-
sovA et al. 2018). Nékteré specifické odpovédi
rostlin se mohou prekryvat u stresli majicich
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Obr. I: Schéma dynamiky stresové odpovédi rostlin na bunécné trovni. Pfevzato z Kosovd et al. 2015.

na rostliny obdobny ucinek. Napriklad po
vystaveni rostlin mrazu ¢i zasoleni dochazi
i k dehydrataci (snizeni obsahu vody) bunék
a osmotickému stresu. Proto pri chladovém
otuzeni sledujeme v rostlinach nardst osmo-
ticky aktivnich latek a nékterych ochrannych
proteint vyskytujicich se i béhem vystaveni
rostlin suchu i zasoleni (ViTAmvAs et al. 2012,
ViTAMVAs et al. 2015, MARSALOVA et al. 2016).

Vyznamna skupina ochrannych proteind jsou
proteiny COR/LEA (cold regulated/late em-
bryogenesis abundant). Mezi tyto proteiny
patfi také tzv. dehydriny. Jde o hydrofilni pro-
teiny, které jsou rozpustné po varu a obsahuji
aspon jednu |5-ti aminokyselinovou sekvenci
EKKGIMDKIKEKLPG bohatou na aminoky-
selinu lysin (tzv. K-segment). Dehydriny byly
nalezeny v cytoplazmé, jadre, mitochondriich
i plastidech. Konkrétni role dehydrind neni
dosud UplIné jasna, v bunce pravdépodobné
hraji Glohu jako osmotika, v nékterych studiich
byl popsan jejich pozitivni vliv pri stabilizaci
membran (Kosova et al. 2007).

Ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v. v. i.
hodnotime odolnosti rostlin polnimi (napfr.
miru poskozeni rostlin béhem zimy), polné-la-
boratornimi (rostliny odebrané z polnich po-
kusU se analyzuji v laboratofi, napf. mrazovymi
testy Ci zjiStovanim obsahu riznych latek jako
prolinu ¢i dehydrintl) a laboratornimi testy
(rostliny péstované v regulovanych podmin-
kich se testuji na obsah riznych RNA, pro-
teinovych ¢i metabolickych indikatoru). Polni
testy jsou ¢asové narocné, je nutné disponovat
dostatecnou polni lokalitou a zemédélskou
technikou, ale nejsou naro¢né na pristrojo-
vé vybaveni. Polni testy jsou ovSem zavislé
na pocasi béhem probihajiciho experimentu,
v nestresujicich podminkach nemusi byt riz-
né odolné genotypy rozliSeny. Laboratorni
testy jsou pristrojové i energeticky narocné,
ale rychleji proveditelné, reprodukovatelné&jsi
a Ize je provadét i mimo vegetacni sezénu
(nezavisle na aktualnim pocasi). Ovsem vzdy
je nutné ovérit laboratorni vysledky i na poli,
kde dochazi k interakei rGznych biotickych
i abiotickych faktora.

57



V poslednich letech se v laboratofi ,,Biologie
stresu a biotechnologie ve Slechténi zamé-
rujeme na hledani laboratornich indikitoru
odolnosti genetickych zdroji plodin vici abio-
tickym stresiim (chlad, sucho, zasoleni), a to
pomoci proteomické gelové metody 2D-DIGE
(two dimensional difference gel electrophore-
sis, prehled napr. Vitamvas et al. 2010b). Diky
poutziti fluorescencnich CyDye barviv Ize na
jednom dvourozmérném polyakrylamidovém
gelu separovat tfi rizné vzorky (jeden je ob-
vykle smésny vzorek, ktery slouzi jako interni
standard pro kvantifikaci proteinovych skvrn
na ruznych gelech (Obr. 2).

Touto metodou se nam podarilo stanovit
mozné proteinové markery odolnosti plodin
vuéi abiotickym stresim, a to u pSenic a jec-

menu vystavenych chladu (ViTAmvas et al. 2012,
HLAVACKOVA et al. 2013, KosovA et al. 2013a),
suchu (ViTAMvAs et al. 2015) (Obr. 3) ¢i zasoleni
(MAR3ALOVA et al. 2016) nebo u Fepek vystave-
nych suchu (UrsaN et al. 2017).

Tyto markery patfi mezi antioxidacni enzymy
(napf. superoxid dismutaza), chaperony (napr.
HSP70), ribozomalni proteiny, proteazy, stre-
sové proteiny (napr. PR-like proteiny, COR/
LEA proteiny, proteiny s ABA_WDS domé-
nou), enzymy sacharidového metabolismu,
chloroplastové proteiny, atp. (Obr. 4).

Jako slibny proteinovy indikator odolnos-
ti rostlin (plodin) k abiotickym stresovym
faktorim (nizka teplota, sucho, zasoleni) se
jevi akumulace dehydrind v listech ¢éi odno-
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Obr. 2: Schéma metody 2D-DIGE. Pfevzato z Vitamvas et al.
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Obr. 3: Vysledek analyzy
l 2D-DIGE gelu, na kterém jsou

l oﬂwl‘m o

Vantendeide 'y

Plasma s mbean
Signalling: alnmﬂm!ulmpm 14-3-3, Sev)The protein klna!e

Pratein folding : Hic-70 ,

lon transport: H'-ATPase, H'-PRiase

Emdloplasmic rethulum:

Protain blosynthesls: 605 ribasomal protein
L13-2, L1%a, L24, L35, elFy, eEFs

Protein lolding and PTMS: luminal-tind ing
pratein 5, arabinogalacian protein 2.
methyliransferase PMTL

Farty acid blosynthesls: 3-ketoacyl-CoA
reductase 1

olism and str dabed prote]

G, LOX L-3, POX3, osmotin-Bke, stress-
induced protein SAM2
Mirechanaria:

Krebs cpcle enrymes BDH, aconitase
Respiratory chain: ADX, cylochrome bi-f complex, lerredosin-
NADPH reductase, FIFO0-ATP syathase, NADH-u
oxidoreductase; components of complexes Bl IV, Vol ETC, oyt ¢
ATP matabolism: NDPK

Translation: EF-Tu

Redos- and stress-related prataing
Tex, Prx - Prad| F SN0, GroES, H5PI0
ROS scavenging: hin-500

Ton transport: parin, VDA, Tim, Tom20

Chiorophasts:

Pholosynihesis electoon transport. OFC (DFE-1.0EE-2)

FURD ATP synthase CFla,fy 80

Carbon assimilation RubtCO LSU and 55U, carboriz anbydrase.
RubisCO activase iscforms. RubisCO SHO

Calvin cyele: PG, PAX

Redox metabolism: 2Cys-Pro A B; Trx m, ghyoralase |
Thylakeid lipkd metabalism; MGDG synthase
Ariiing acid matabalism: aspartate smingtransterase, SHMT-like
[« rinogen 1% ouidase
Hormone metabalism: AQCE; quinone oridereductase
Structural proteing: fiballing

\_.u‘t_c'_'. = ALEN ) 0

vyznaceny proteinové skvrny,
jejichZ densita se signifikantné
liSila (2x) mezi kontrolnimi

a suchem stresovanymi vzorky
je¢mene Amuletu. Prevzato

z Vitdmvas et al. 2015.

md_t_,u.

Crdl wradl:
Cell signalling: receptor-bke kinase, proten kinae 2; inositol
phosphatase; 14-3-3; GF14-b, GFld-¢
Carbahydrate metabolism: FEP ALDO; PRK: ENG
Befence: GLP, LOX, chitinase, mannose lectin
Metabalism: NOFE
Protein 205 gr @54 ol idase A-
e
Redow- and stress-related proteins : POXs; APX, Trom,
glyoalase §; CufZn-S00, 2-Cys Proe, Trx m, trch, MDAR; Dnak-
type chaporane; HSPRO, HSPED, CPNGED-1; dnak HecT0; PP
Cell wall modification: SAMS; COMT, CCOMT; CeSy, endo -1,3-
B-B-ghucasidase; expansin, KET; GRP5; ADE, MatE,

vl men miethylranclerme;
monﬂr\l mmun Chalcone Homerase

Tonophast:
Glutose metabolism: ALDO, ENO
lon transport: V-ATPase

MNucléus

Signal transduction: 14-3-3, calnexin, calreticuling
calmotulin, Ser-Tht kinase, His kinase, receptor-like
grak., Tyr ghasphiatase

Gene expression AtWYB2, MYB34, b2IP TF OBF4,
BHLH TF MYC , APZ/EREBP, homeobox beucine zipper
TF, U2 n ribonucleaprotein A, heficade C in
DEAD{TEAH bok, CHP-rich Zn-finger protein, HIA,
HIB, H1, H3- genotypic differences, HDALC, Cytosing
methyltransierase, hi cytosine methyltransterase
Zmets, Splceosome components (snRNF), U3
snofANP (pre605) Ribosomial proteing: 605 acdic
ribacomal protsine PO, P24, P18, L12, 305
proteascime o, GRPL, GRPZ,

Redox: and stress-related proteins - HSPT0, HSPAO,
eo-chaperones Dna K type Hyc70-1, Dna |, Grp E;
MSFS, dehydrin homolog, APX, GFX, SOD; 2-Cys
Transport: RanbF

Obr. 4: Zjednoduseny prehled nejvyznamnéjsich proteind v jednotlivych organelach, jejichz akumulace se méni béhem

stresu. PFevzato z Kosova et al. 2018.

59



100

® 17°C

oo ® r=0.85"

40

0 20

60 80 100

Winter survival (%)

Obr. 5: Relativni akumulace dehydrinu WCSI120 u psenic péstovanych za riznych teplot a jejich korelace se zimovzdor-
nosti (winter survival) danych genotypu. Pfevzato z Vitamvds et al. 20/0a.

Zovacich uzlech plodin. Dehydriny deteku-
jeme hybridizaci anti-dehydrin protilatek
s proteiny navazanych na membranu (tzv.
immunoblotting ¢i western blot). ZvySena
schopnost akumulovat dehydriny byla pozo-
rovana u odolnéjsich genotypu obilnin a Fep-
ky péstovanych v chladu (napr. ViTAMvAs et al.
2010a, KLima et al. 2012), suchu (ViTAMVAs et al.
2015, UrsaN et al. 2017), pri zasoleni (KosovA
et al. 2015) a v pripadé mrazuvzdornosti i za
vyssich teplot (ViTAMVAs et al. 2010a, Kosova
et al. 2013b; Obr. 5).

Z nasich experimentt vyplyva, Ze pomoci aku-
mulace dehydrinl je mozno odlisit genotypy
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rostlin s rGznou Grovni odolnosti vici stresim
jiz v ranych stadiich vyvoje. OvSem u nékte-
rych druh plodin (napf. vodni meloun, hrach)
byly dehydriny témér nedetekovatelné a jako
indikatory odolnosti se tedy nehodi. Je proto
nutné hledat dalsi mozné ukazatele odolnosti
rostlin pro zpresnéni stupné odolnosti geno-
typl riznych plodin. Studium zmén slozeni
rostlinného proteomu proto predstavuje
vyznamny a duleZity nistroj pro pochopeni
klicovych prvka odezvy rostlin na abioticky
stres a ziskani dalSich markert odolnosti, kte-
ré umozni rychle a presné odlisit a popsat
rtzné odolné genotypy v kolekci genetickych
zdroju plodin.
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trav s vyuzitim FT-NIR spektrometru
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Travni porosty na Zemi predstavuji po lesnich
kulturach plosné nejrozsirenéjsi vegetacni
pokryv. Podle evidence katastru nemovitosti
zaujimaly trvalé travni porosty v ramci vyméry
pidy v CR k 31. 12.2017 celkem | 007 tis. ha,
coz predstavuje 23,9 % z vyméry zemédélské
pudy. Za poslednich 50 let se tak plocha trva-
lych travnich porostl na nasem uzemi zvysila
o vice nez 56 tis. ha (Cuzk 2018). Vyznam
travnich porostu je vicestranny. Kromé ce-
lospolecensky vyznamnych mimoproduké-
nich funkei (krajinotvorny vyznam, ochrana
pudy proti erozi, vodohospodarska funkce,
zachovani biodiverzity aj.) je velice vyznamna
produkéni funkce, ktera ma vyznam nejen pro
konzumenty a ¢lovéka, ale také pro celkovou
kvalitu Zivotniho prostredi. Produkéni funkce
travnich porostl predstavuje vytvareni pice
z porostl péstovanych na orné pudé nebo
z trvalych travnich porostl pro vyZivu zvirat
na primé zkrmovani (pastva, stajové krmeni)
a na konzervaci pro mimoprodukéni obdobi
(seno, senaz, silaz). Zelené rostliny pritomné
v travnich porostech jsou jedinym clankem
v travnim ekosystému, ktery je schopen vazat
primarni slunecni energii, kterou dale trans-
portuje a uklada (HrABE a BUCHGRABER 2004,
Mika et al. 1997, NovaAk 2008).

Z produkéniho hlediska jsou zakladni slozkou
travnich porostd predevsim druhy z Celedi
lipnicovité (Poaceae). Tyto druhy by mély byt
v travnich porostech zastoupeny nejvyssim
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Obr. [: Genetické zdroje trav pro picni vyuZiti ve VST
Zubfi (kvéten 2017)

podilem, avsak mezi jednotlivymi travnimi
druhy existuji rozdily v kvalité jejich pice. Né-
které druhy se vyznaduji vysokym obsahem
zivin, vysokou produkci pice a zaroven jsou
chutové atraktivni pro hospodarska zvira-
ta. Zpravidla jsou charakteristické vysokym
obsahem energie a dusikatych latek (N-la-
tek), vysokou stravitelnosti organické hmoty
a nizkym obsahem vlakniny. Mezi travni druhy
s nejvétsi krmnou hodnotou radime jilek vy-
trvaly, kostravu lucni, bojinek luéni a lipnici
luéni. Tvorbou mezidruhovych (jilek hybridni)
a mezirodovych hybrid (festulolium) doslo
k vyznamnému zlepSeni krmné hodnoty pice
travnich porostu. Na druhé strané se v poros-
tech mohou vyskytovat také méné hodnotné
travni druhy s malou produkci pice, ktera se
vyznacuje nizkou kvalitou. K takovym dru-
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ham radime metlici trsnatou, smilku tuhou,
trtinu krovistni aj. (NovAk 2008, SKLADANKA
et al. 2014).

Znalost krmné hodnoty cerstvé ¢i konzer-
vované pice z travnich porostl je dullezita
pro zajisténi racionalni vyZivy prezvykavcu.
Pojem kvalita pice oznacuje souhrn charakte-
ristik udavajicich schopnost krmiva uspokojit
presné vymezené potreby zvirete a urcuji-
cich vhodnost krmiva pro prijem zvifetem.
Vyzivna hodnota travni pice zavisi na Urod-
nosti pudy, hloubce podzemni vody, poéasi,
hnojeni, vegetacni fazi, ve které se pice sklizi,
botanickém sloZeni porostu, zpisobu sklizné
a zpusobu skladovani. U pice z travnich po-
rostll je kromé pozadavku na vysoky obsah
Zivin a jejich stravitelnost kladen diraz také
na jeji dietetickou hodnotu, ktera je dana sni-
Zenym obsahem antinutricnich latek ovliviiu-
jicich chutnost a prijimatelnost pice zviraty.
Neméné vyznamna je také hygienicka ¢istota
pice, kterou nejvice ovliviiuje znecisténi pice
pri sklizni (HRABE et al. 2004, Mika et al. 1997).

Z hlediska vlivi na vyzivnou hodnotu pice
je casto diskutovan optimalni termin sklizné
travnich porostl. Za optimalni senokosnou
zralost travniho porostu je povazovana feno-
logicka faze na pocatku kveteni dominantniho
travniho druhu a optimalni pastevni zralost
je dosahovana nejpozdéji na pocatku metanfi
dominantniho travniho druhu pri vysSce po-
rostu priblizné 15-20 cm. V pozdéjsich fazich
vyvoje dochazi sice ke zvySovani produkce
pice, ale soucasné se v pici zvySuje obsah su-
Siny, vlakniny a snizuje se obsah N-latek, tuku
a mirné se snizuje obsah popelovin v susiné.
Ve vicedruhovém travnim spolecenstvu muze
rozdilna doba picni zralosti jednotlivych druht
a odrid zapFicinit snizeni kvality pice. V pripa-
dé hodnoceni kvality pice jednotlivych odrud
je proto zcela nezbytné provadét hodnoceni
ve srovnatelné rustové fazi a podle predpo-

kladaného budouciho vyuziti (lu¢ni/pastevni).
Podle ranosti nebo pozdnosti odrid mohou
byt vnéjsSi podminky pred dosazenim konkrét-
ni rustoveé faze rozdilné, coz ma za nasledek,
Ze ve stejné rustové fazi maji ranéjsi odrady
vétSinou lepsi kvalitu nez odrady pozdni, pro-
toze ji dosahuji v obdobi pomalejsi lignifikace
rostlinnych pletiv (Hrabé a BucHGRABER 2004,
Mika et al. 1997, NovAk 2008). Vyzivna hod-
nota je ovliviiovana také stoupajici cetnosti
vyuziti travnich porostu. PFi vétsim poctu seci
nebo pastevnich cykld stoupd obsah N-latek
a snizuje se obsah vlakniny; je podporovano
bohaté olisténi, které je nositelem kvality
pice. Naproti tomu pri mensim vyuziti byva
stravitelnost i obsah energie v pici zretelné
mensi, protoze se zvysuje podil lignifikujicich
stébel (KAsPAROVA a SRAMEK 2005, KOMAREK
et al. 2005).

OSEVA PRO s.r.0., Vyzkumna stanice travi-
narska v Zub¥i je resitelskym pracovistém ge-
nofondové kolekce travin. V ramci subkolekce
genetickych zdroja trav uréenych pro picni
vyuziti provadi viceleté hodnoceni materialu
v polnich podminkach podle Klasifikatoru pro
travy (Sevcikova et al. 2002). Hodnoceny jsou
znaky morfologické, fenologické, biologické
a hospodarské. V ramci hospodarskych znakd
je hodnocena picninarska vykonnost jednotli-
vych materialt pFi tfise€ném (luénim) a péti-
seéném vyuziti (simulovana pastva). Terminy
sedi a davky hnojeni jsou uréeny Metodikou
prace s kolekcemi genetickych zdroji tra-
vin (LosAk 2015). Kvalita pice je hodnocena
u materiald v luéni varianté, kde jsou pro ob-
jektivni stanoveni pozadovanych parametru
provadény sklizné a odbéry vzorkd v ramci
prvni sece podle ristové faze jeden tyden po
zacatku metani. Picninarské pokusy s gene-
tickymi zdroji jsou sklizeny zpravidla moto-
rovym zacim strojem MF-70 a takto sklizena
hmota je neprodlené zvazena, jsou odebrany
reprezentativni vzorky zelené hmoty, které
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Tab. I: Stupnice pro prepocet zhodnocenych ukazatell kvality pice na bodové

vyjadfeni podle klasifikatoru pro travy

Znak Bodova stupnice
| velmi nizka
. 3 nizka
Stravitelnost oo
gy 5 stredni
organické hmoty -
7 vysoka

9 velmi vysoka

| velmi nizky

2 velmi nizky az nizky
3 nizky

4 nizky az stredni

5 stredni

6 stiedni az vysoky

Obsah dusikatych
latek v susiné

7 vysoky

8 vysoky az velmi vysoky

9 velmi vysoky

jsou zvazeny, nasledné suseny v komorové
susarné a poté opét zvazeny v suchém stavu
pro stanoveni vynosu suché hmoty vypoctem.
Tyto vzorky slouzi k nasledné analyze kvality
pice. Na zakladé klasifikatoru pro travy jsou
hodnoceny znaky: stravitelnost organické
hmoty a obsah dusikatych latek v suSiné.
Prepocet zjisténych vysledkd kvality pice na
bodové vyjadreni je provadén podle stupnice
v klasifikatoru (Tab. ) a bodové hodnoty jsou
nasledné predavany do informacniho systému
genetickych zdroju GRIN Czech, kde jsou
k dispozici uzivatelim genetickych zdroja.

Stravitelnost organické hmoty (OMD -
Organic Matter Digestibility) je uznavana jako
velmi dobra a jednoducha charakteristika kvali-
ty pice. Podobné jako u jinych Zivin v pici je silné
ovlivnéna rustovou fazi rostliny v dobé seceni
(spasani) a po rustové fazi kveteni nastava rychly
pokles stravitelnosti. V praxi se OMD u pice
z travnich porostl pohybuje zpravidla v roz-
mezi 65-70 %. Avsak napr- pice z jednosecnych
prestarlych ,kvétnatych luk* mize mit OMD
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Hodnoty znaku
< 60 [%]
60-65 [%]
66-70 [%]
71-75 [%]
> 75 [%]
< 6,0 [%]
6,0-7,5 [%]
7,6-9,0 [%]
9,1-10,5 [%]
10,6-12,0 [%]
12,1-13,5 [%]
13,6-15,0 [%]
151-16,5 [%]
> 16,5 [%]

pouze 45 %. U pozdnich odrud je pramérny
denni pokles OMD mensi nez u ranych odrid
Pouzivané metody stanoveni stravitelnosti jsou
primé in vivo (bilanéni pokusy na zviratech) a ne-
primé —in vitro nebo fyzikalné chemické metody
(FT-NIRS — spektroskopie v blizké infracervené
oblasti s Fourierovou instrumentaci). V kolekci
genetickych zdrojt trav je OMD v soucasnosti
zhodnocena celkem u 428 polozek. Vysledky
hodnoceni picninarsky nejvyznamnéjsich trav-
nich druht prinasi tabulka 2.

Dusikaté latky jsou nezbytné pro Zivot or-
ganismu a v krmivech poskytuji zviFatim ne-
zastupitelny zdroj zivin pro jejich fyziologické
potreby. Obsah dusikatych latek v susiné se
v praxi pohybuje zpravidla v rozmezi 10-14 %.
U prestarlych porostl se obsah N-latek sni-
zuje na 70 g.kg"' susiny pice. Aplikace dusika-
tych hnojiv vyznamné ovliviiuje obsah N-latek
v susiné pice. Pro stanoveni celkovych N-latek
je nejrozsirenéjsi alkalimetricka Kjejdahlova
metoda, ktera je ¢asové a pracovné naroc-
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Tab. 2: Stravitelnost organické hmoty u picninarsky vyznamnych druht genetic-
kych zdroja trav

Pocet Stravitelnost OH (body)
Druh zhodnocenych . .. .
. Primér Median Min. Max. v (%)
polozek x

Bojinek lucni 63 6,37 7 | 9 50
Festulolium 9 8,33 9 7 9 12
Jilek hybridni I5 6,73 7 3 9 33
Jilek mnohokvéty 39 5,46 5 3 9 38
Jilek vytrvaly 77 7,29 9 3 9 29
Kostrava ¢ervena 19 4,89 5 | 7 40
Kostrava luéni 32 6,63 7 3 9 31
Kostrava rakosovita 23 7,52 7 5 9 22
Lipnice lucni 17 7,00 7 5 9 14
Ovsik vyvyseny 22 573 5 3 9 30
Psarka luéni 8 8,75 9 7 9 8
Srha laloénata 71 7,11 7 3 9 25

Pozn.: v = variacni koeficient vyjadfujici miru variability

na. Z hlediska rychlosti, dostacujici presnosti  N-latek v susiné pice je v soucasnosti zhodno-
a zejména jednoduchosti se stale vice prosa-  cen celkem u souboru 637 genetickych zdroju
zuje pouziti spektroskopické metody FT-NIRS  trav. RozloZeni ¢etnosti bodového vyjadreni
(HRrABE a BucHGRABER 2004, Mika et al. 1997, obsahu N-latek u vSech zhodnocenych polo-
Novak 2008, SKLADANKA et al. 2014). Obsah  Zek je zobrazeno v grafu I.
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100
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Graf I: RozloZeni Cetnosti bodového vyjadreni obsahu N-latek v kolekci genetickych zdroji
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Hodnoceni kvality pice genetickych zdroju
trav je v soucasné dobé provadéno metodou
spektroskopie v blizké infracervené oblasti.
Tato metoda vynika rychlosti, nedestruktiv-
nosti, pracovni nenarocnosti, umoziuje simul-
tanni stanoveni nékolika parametrd najednou
a v pfipadé méreni rozsahlych sérii vzorku
stejného charakteru také ekonomickou vy-
hodnosti. Podstatnym pozitivem pouziti této
metody je také fakt, Ze mnohem méné za-
téZuje Zivotni prostiedi nez bézné metody
,mokré chemie* (Gspora chemikalii, energii,
laboratornich pomucek). FT-NIR technika ma
také své nevyhody. Je to metoda sekundarni
a téZ porizovaci cena pristroje byva relativné
vysoka. Prestoze metoda FT-NIRS neposky-
tuje stejnou presnost jako bézné pouzivané
referencni metody hodnoceni kvality pice, je
pro nase ucely jeji presnost dostacuijici. V béz-
ném provozu je presnost metody FT-NIRS
zavisla na kvalité kalibracnich modeld a kvalité
vlastniho spektrofotometru. Pro vyuziti této
metody je velmi dileZité vyvinuti robustnich,

presnych a spolehlivych modell. Déle pak
spravna validace kalibraénich modelt, coz
predstavuje urcité omezeni, nebot’ vyvoj téch-
to kalibraci je financné narocny a predpoklada
se, ze soubory vzorkd uréenych pro kalibraci
jsou dostateéné Siroké, homogenni, presné
determinované a typické (BIEN a HRBACKOVA
2017, JenDRISAKOVA 2005, NEerUSIL et al. 2005,
RescH 2007).

Méreni vzorkul pro tvorbu kalibra¢nich mode-
14 a vlastni FT-NIR méFeni probihd v OSEVA
PRO s.r.o. na spektrometru FT-NIR Anta-
ris Il (Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
na integracni sfére v rezimu reflektance ve
spektralnim rozsahu 10 000 — 4 000 cm™' po-
moci softwaru Omnic for Antaris. Vzorky
pomletych a homogenizovanych trav, které
byly presety pres sito, jsou promérovany v ro-
tacnich, kompresnich, kruhovych kyvetach
o pruméru 30 mm a vySce 15 mm, které jsou
opatreny kfemennym dnem propustnym pro
NIR zareni. Vysledné spektrum kazdého vzor-

Tab. 3: Parametry kalibra¢nich modela vybranych jakostnich znaki pice

Parametr
Vihkost ~ Stravitelnost Popel N-latky
(%) organicke i By ciiginai(z) || visuting (g)
hmoty (%)

Rozsah 6,18-7,84 46,20-84,80 53,90-82,90 51,40-175,90
n? 67 66 63 64
nign. I 2 5 4
Pocet faktori 9 7 12 9
Derivace Spectrum Spectrum Spectrum Spectrum
RMSEC* 0,160 4,740 2,050 2,850
Re 0,916 0,890 0,941 0,991
RMSECV* 0,215 5,970 2,920 4,740
RS 0,845 0,823 0,880 0,975
RMSEPf 0,179 7,530 2,120 5,890
R.2 0,899 0,746 0,964 0,974

@ Pocet vzorkd, ®chyba kalibrace, < korela¢ni koeficient kalibrace, ¢ chyba kFiZové validace, ¢ korelaéni koeficient kfiZové

validace, T chyba predikce, ¢ korelacni koeficient predikce.
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Obr. 2: Analyza vzorkii pice na FT-NIR spektrometru Antaris Il

ku se ziskava zprimérovanim ze 128 scanl
s rozliSenim 2 cm™'. Kalibraéni modely pro
kvantitativni analyzu prislusnych jakostnich
znaku byly vyvinuty pomoci chemometrické-
ho programu Thermo Scientific TQ Analyst
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Na zakla-
dé ziskané zavislosti mezi spektralni informaci
a slozenim vzorku byly vytvoreny pro kazdou
kvantitativni analyzu zvlast’ kalibracni mode-
ly pomoci algoritmu Partial Least Squares.
V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky kalibrace
vybranych jakostnich znaki a charakteristiky
modell pice. Modely budou zpresniovany pru-
béZnym zarazenim méné pocetné zastoupe-
nych nebo nerovnomérné rozlozenych znakd,
dale prubéznou aktualizaci modeld, kterd je
nutna k zajisténi dostatecné robustnosti mo-
delli pfi zméné matrice vzorkd vlivem roéniku.

V narodni kolekci genetickych zdrojl trav jsou
zastoupeny genotypy uplatnitelné ve Slechténi
novych picnich odrud, které reprezentuji jak
Ceské a zahraniéni odridy, tak plané populace

travnich druhl vyuzitelnych pro picni Ucely,
které byly ziskany sbérovou ¢innosti z volné
pfirody na prirozenych nebo poloprirozenych
stanovistich. Hlavnim selekénim kritériem ve
Slechtitelském procesu v nasich podminkach je
je vynosova adaptabilita na mnoha lokalitach
a ve vice rocnicich (CHLourek 2008). Pro Slech-
téni je vyznamné, Ze stravitelnost organické
hmoty ma heritabilitu (dédivost) priblizné
45 %. S ohledem na fakt, ze kvalita pice z trav
je do znaéné miry ovlivnéna riznou ranosti
odrud, bude pro vyuziti genetickych zdroju
ve Slechténi picnich odrid nezbytna znalost
fenologickych ukazatel( vS§ech materialG do-
stupnych v kolekcich. Na kvalitu pice a ob-
sah antinutri¢nich latek se bude pri Slechténi
novych picnich odrud zamérovat stale vétsi
pozornost. Z téchto divodl je do budoucna
FT-NIR analyza perspektivni metodou hod-
noceni genetickych zdroju trav a Ize o¢ekavat
rozsifovani jejiho vyuziti o hodnoceni dalSich
vyznamnych znakd kvality pice.
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Hodnoceni obsahu a slozeni silic u lécivych,
aromatickych a koreninovych rostlin
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Lécivé, aromatické a koreninové rostliny
(LAKR) jsou clovékem vyuzivany predevsim
kvuli obsahu svych Géinnych latek (HOsSEINZA-
DEH a kol. 2015). Jako ucinné latky oznacujeme
celou radu strukturné riznorodych slouce-
nin, které se vyznaduji néjakou biologickou
aktivitou, tedy plsobenim na jiné organismy
nebo rostlinné ¢i Zivocisné bunky (Rueio a kol.
2013). Mezi ucinné latky tak patfi napriklad
slouceniny, které podle jejich podobného che-
mického slozeni i biologickych Gcinkt Fadime
do skupin jako alkaloidy, flavonoidy, glykosidy,
hor¢iny, kumariny, pryskyrice, saponiny, tfi-
sloviny apod. (CRAGG a NEwMAN 2001). Jednou
z vyznamnych skupin biologicky Géinnych latek
jsou také silice (dFive nazyvany jako éterické
nebo aromatické oleje) (PrRoPEZRI a kol. 2012).

Silice Ize popsat jako olejovité smési tékavych
latek (DHiFi a kol. 2016). Nékteré druhy rostlin
je vytvari jako svoji ochranu pred bylozravci,
hmyzimi $kadci a chorobami, na druhé strané
se ale casto jedna o vonné latky, které lakaji
hmyzi opylovatele a jejich vytvarenim rostliny
zvysuji svoji Sanci na opyleni kvétd a tvorbu
vétsiho mnozstvi kvalitnich semen. Produkei
silic jsou typické rostliny z celedi borovicovité,
hluchavkovité, kakostovité, mirikovité, myrto-
vité, riZovité, vavrinovité a dal$i (REMAN a AsIF
HANIF 2016). Silice maji casto antibakterialni,
fungicidni a jiné dezinfekéni Gcinky a své vyuziti
nasly pri vyrobé humannich i veterinarnich lé-

Civ, v potravinarském a kosmetickém pramyslu
(NiETO 2017), i pFi vyrobé tzv. botanickych pes-
ticidi (ISMAN a MACHIAL 2006). Jako nejéastéjsi
Gcinky raznych druh silic a mozné pouziti si-
licnatych drog se uvadi expektorans (rozpou-
sti hlen — kozlik, materidouska, anyz), kori-
gens chuti a viné (mata, lékorice, puskvorec),
dezinficiens (Salvéj, hermanek), karminativum
(proti nadymani — mata, fenykl), diuretikum
(mocopudné — chmel, tymian), antiseptikum
mocové a urogenitalni (kren), anthelmintikum
(proti stfevnim parazitim — pelynék, ¢esnek),
nervinum (uklidiiuje — medunka, levandule,
dobromysl, trezalka, kozlik, chmel) atd. (pPauLIA
a SCHILCHERB 2004).

V soucasnosti je znamo asi 3 000 riznych dru-
hi silic a obvykle se jedna o slozité smési latek.
Nejcastéji jsou tvoreny terpeny a jejich deriva-
ty, ale i uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony,
karboxylovymi kyselinami a dalSimi latkami
— postupné bylo detekovano vice nez | 000
ruznych komponent (DHIFi a kol. 2016). Barva,
viné a uinky ruznych silic zavisi na jejich pres-
ném sloZeni, tedy pritomnosti a vzajemném
poméru jednotlivych komponent, a mizZe se
liSit jak u raznych druhu rostlin, tak u raznych
rostlin stejného druhu (OLAJUYIGBE a ASHAFA
2014). Mnozstvissilice, kterou rostlina obsahu-
je, stejné jako jeji slozeni, se dale lisi v ruznych
¢astech rostliny, pri rizném stari, vyvojové
fazi a zdravotnim stavu rostliny, ovliviuji je
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Cirkulace vody (Cervene Sipky), a-
b= v chladi¢i vodni para i silice kondenzuji (zména skupenstvi z phynného
na kapalné) a v kapkach stékaji po sténdach trubice az k hladiné, kde se
lehii silice kurmuhgje v plovouci vrstvé; ¢ — chladnd voda se plepadem
(princip spojenychnadob) vraci zpét do banky.

phivod chiladict kapaliny (voda z vedovedniho fadu)
chladi¢
trubdce pro Eisténi aparatury

odvod chladici vody z chladiée (zde napojeny na dalsi destilaéni

aparaniry v sérii)

hladina vody, na které se kumuluje silice
trubice, kterou stoupd plynnd smeés vodni pary a silice k chladici
cejchovani trubice, kiera umo#iuje odedet objemu silice a vraci

kondenzovanou vodu zpét do banky

kohout s vipusti silice po ukondeni destilace
bafika s rostlinnym materidlem a destilevanou vedou; probiha tu var
topné hnizdo — zdroj tepla

vodni pira stoupaa unas sebou silici;

Obr. I: Destilace silice s vodni parou v laboratornich podminkach

i pudni a klimatické podminky prostredi, ve
kterém rostlina roste a kolisaji i v prubéhu
dne (LEE a DING 2016). Nejvyznamnéjsi vliv
na obsah i sloZeni silice ma ale samozrejmé
genetika, a proto je obsah a slozeni silice dU-
lezitym znakem charakterizujicim jednotlivé
druhy, odrudy a dal$i genetické materidly si-
licnatych rostlin (IQBAL a kol. 2003). Studium
téchto latek umoznuje vyznamné zhodnoceni
genetickych zdroji LAKR a jejich efektivniho
vyuziti pfi dalSim Slechténi ¢i pramyslovém
vyuziti (COOPER a kol. 2014).

Obsabh silice se v rostlinach pohybuje od
0,05 % (ruze) (KOVATCHEVA a kol. 2011) azZ po
17 % (hrebicek) (GarLor a kol. 2013) a rostliny
mohou silice vytvaret a kumulovat ve vSech
svych castech (koreny, stonky, listy, kvéty,
plody apod.) (JeLeN 2012). VyméSovaci pletiva
mohou mit charakter kanalkl (chmel otacivy),
Zlaznatych chlupd ¢i nadrzek (rostliny z ¢eledi
hluchavkovité), papil (hefmanek pravy) apod.
(LEE a DING 2016). Izolace silice se pri primyslo-
vém zpracovavani aromatickych rostlin nejcas-
téji provadi destilaci vodni parou, Ize ale vyuzit
i moznost extrakce organickymi rozpoustédly
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(methanol, etanol, aceton apod.), mechanické
lisovani (pouziva se u flaveda pomerance — tzv.
pomerancové kiry) nebo metodu enfleurage —
studenou extrakei silice do hovéziho loje a pak
naslednou extrakci alkoholem (RAssEM a kol.
2016). Tato metoda je vSak velmi nakladna
a pouziva se pouze pro ziskavani velmi cennych
a choulostivych silic (pf. jasminové) a jejich
pouziti v parfumerii (SAGARIN a kol. 2013).

PFi hodnoceni obsahu silic LAKR se v labora-
tornich podminkach pouziva metoda destilace
s vodni parou (obr. 1). Princip metody spociva
v unaseni tékavé silice horkou vodni parou do
chladice, kde obé latky kondenzuiji a silice,
ktera se s vodou nemisi, pak diky své olejovité
konzistenci zUstava vétsinou oddélena na vod-
ni hladiné. Pri destilaci béznych LAKR (mata,
materidouska, levandule, fenykl, kmin apod.)
se z 30 g suSeného rostlinného materialu zis-
ka primérné 0,5 — 9 ml silice (MINISTERSTVO
ZoravoTnicTvi CR 2009).

SloZeni riznych druh silice se analyzuje
metodou plynové chromatografie. Plynova
chromatografie (anglicky Gas chromatogra-
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phy, zkratka GC) je separacni metoda, ktera
umoznuje oddélovat od sebe jednotlivé slozky
vzorkl prevedenych do plynné faze, aniz by
doslo k jejich rozkladu. V pripadé analyzy slo-
Zeni silice se vzorek silice davkuje do proudu
nosného plynu, ktery jej dale unasi kolonou.
V koloné se slozky separuji na zikladé razné
schopnosti poutat se na stacionarni fazi, tedy
vrstvicku kapaliny nebo polymeru, kterou je
potazen vnitini povrch kolony. Rizné slozky
silice jsou pfi prutoku kolonou zadrzovany
jeji stacionarni fazi riznou silou a na konec
kolony se tedy drive dostanou latky méné za-
drzované. Slozky opoustéjici kolonu indikuje
detektor. Vyhodnocovaci zaFizeni zpracovava
signal z detektoru, zakresluje chromatogra-
fickou krivku (chromatogram) a provadi jeji
vyhodnoceni — z ¢asového pribéhu intenzity
signalu se urci druh a kvantitativni zastoupeni
jednotlivych slozek. Kvalitativni vyhodnoce-
ni je zaloZeno na stanoveni retencniho casu
a retenéniho objemu. Retencni cas je doba,
ktera uplyne od nastriku vzorku po dosaze-
ni maxima krivky (piku) a retenéni objem je
objem latky, ktera kolonou za tuto dobu pro-
tekla. Retencni ¢as a retencni objem jsou pro
kazdou latku separovanou v daném systému
charakteristické. Pro identifikaci jednotlivych
slozek se provadi porovnavani retencnich dat
standardu a identifikované latky. Kvantitativni
analyza, tedy stanoveni mnozstvi konkrétnich
komponent silice a jejich vzajemny pomér se
vyhodnocuje podle plochy jednotlivych pikd.

anethal witral kel karvem thymnel
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Obr. 2: Strukturni vzorce vybranych terpenoidi
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Presnéjsi kvantitativni analyza silice vychazi
z kalibraénich krivek, které se v daném sys-
tému zpracovavaji na zakladé znamych kon-
centraci ¢istych komponent pro kazdou latku
zvlast.

Plynova chromatografie muze byt dile do-
plnéna hmotnostni spektrometrii (anglicky
Mass spectrometry, zkratka MS). Toto spojeni
je oznacovano jako GC-MS nebo GC/MS a pri
ruznych derivitt terpend a objasnéni che-
mické struktury jejich molekul (kroFta 2001).

Majoritnimi slozkami silice aromatickych dru-
h(i b&Zné rostoucich & péstovanych v CR jsou
obvykle latky ze skupiny monoterpent ¢i se-
skviterpent (DE Sousa 2015). Mezi monoter-
peny Fadime napriklad anethol, citral, thujon,
karvon, karvacrol, thymol, menthol, kafr a dal-
§i, prikladem seskviterpenu je B-karyofylen,
farnesol aj. (BAvaLA a kol. 2014). Chemickou
strukturu vybranych terpenoidl znazornuje
obrazek 2.

Mnozstvi silice, kterou aromatické rostliny ob-
sahuji, stejné jako jeji slozeni, se u jednotlivych
druhd rostlin lisi. Strucny priklad celkového
obsahu silice a obsahu majoritnich latek u né-
kterych znamych druht aromatickych rostlin,
které jsou uchovavany v kolekci genetickych
zdroju LAKR na olomouckém pracovisti
VURY, v.v.i,, uvadi tabulka |. Jedna se vsak

menihol B-karvofylen

o



Tab. I: Priklady celkového obsahu a slozeni silice u vybranych druhi LAKR

Majoritni latky a jejich podil v silici
linalool (30 - 80 %), estragol (0 - 45 %), eukalyptol (3 - 35 %),
eugenol (0 - 35 %), bergamoten (0 - || %)
B-karyofylen (5 - 25 %), sabinen (3 - 21 %), B-kubeben (8 - 20 %),
B-ocimen (3 - |5 %), cis-sabinenhydrat (0 - 20 %), terpinen-4-ol
(0 - 20 %), y-terpinen (0 - 17 %), eukalyptol (0 - 8 %)
linalool (13 - 70 %), linalyl acetat (7 - 40 %), lavandulyl acetat
(I - 19 %), a-terpineol (I - 17 %), terpinen-4-ol (2 - || %),

piperitenon oxid (0 - 65%), mentol (0 - 60%), karvon (0 - 50%),
pulegon (0 - 50%), linalool (0 - 30%), linalyl acetat (0 - 30%)
linalool (0 - 93 %), thymol (0 - 78 %), karvakrol (0 - 56 %), cymen

citral (10 - 45 %), B-karyofylen (10 - 30 %), B - kubeben
(10 - 20 %), a - kadinol (3 - 10 %), geraniol (0 - 10 %), citronelal

fenchon (0 - 27 %), a-felandren (0 - 30 %), estragol (0 - 40 %),

anethol (0 - 86 %), limonen (0 - 60 %)
karvon (45 - 80 %), limonen (40 - 50 %)

Obsah
Druh— Silice (%)

bazalka 05-1,5
dobromysl| 04-08
levandule 1,0-9,0

lavandulool (0,1 - 4 %)
méta 0,7-3,5
materidouska 0, - 4,0 (0 - 55 %), y-terpinen (0 - 30 %)
medurika 0,1-0.2

(0 - 5 %), citronelol (0 - 4 %)
fenykl 0,1 -10,0
kmin 2,0-7,0
kopr 0,5-5,5

opravdu jen o velmi obecny prehled, zatimco
podrobné analyzy prokazuji vyznamné rozdily
v obsahu i sloZeni silice i mezi riznymi druhy
uvedenych rodu, stejné jako mezi raznymi
genotypy (rostlinami z planych populaci, odru-
dami apod.) a dokonce i mezi riznymi jedinci
v ramci jednoho genotypu. Tyto rozdily dobre
znazorfuji chromatogramy rtznych materi-
dousek — materidouska ¢asna (Thymus prae-
cox), tymian obecny (Thymus vulgaris, odrudy
"Mixta’ a 'Lemona’) a matefidouska uzkolista
(Thymus serpyllum) na Obr. 3.

Slozeni silice rdznych druhid aromatickych
rostlin a vzdjemny pomér jednotlivych kom-
ponent ma vliv jak na jeji chemické a fyzikalni
vlastnosti (napr. barvu — obr. 4 a 5), tak na jeji
biologickou Gcinnost. Plati vsak, Ze vysledny
Ucinek té které silice se nerovna primému
souctu ucinkld jednotlivych jejich slozek,
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karvon (30 - 60 %), limonen (30 - 40 %), felandren (0 - 20 %)

protoze tyto latky se vzajemné ovliviuji (sy-
nergicky ¢i antagonicky Uéinek) a plsobeni
majoritnich sloZzek miZe byt v koneéném
vysledku zcela prevazeno ucinkem nékteré
z minoritnich latek (PAveLA 2015).

Hodnoceni obsahu a slozeni silic u LAKR je
nutnou podminkou jejich nasledného vyuziva-
ni pro rizné Ucely i Slechténi na vyssi obsah
Géinnych latek. Znalost principu tvorby, a aku-
mulace silice v ruznych ¢éstech a vyvojovych
fazich rostlin, stejné jako znalost spravného
skladovani rostlinnych drog, metody destilace
silice vodni parou a nasledného skladovani
ziskané silice jsou nutnymi predpoklady pro
Uspésné a efektivni péstovani, zpracovavani
a vyuzivani riznych druhl aromatickych rost-
lin a ve sbirkach genetickych zdroji LAKR
hraje hodnoceni obsahu a slozeni silice vy-
znamnou roli.
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Obr. 3: Ukdzka chromatogramdi, které dokumentuji riiznorodost sloZeni silice nékterych genotypii rodu Thymus ve sbirce
genetickych zdroji LAKR olomouckého odd&leni VURY, v.v.i. Ocislované piky vyjadFuji obsah jednotlivych slozek silice:
| - a-pinen, 2 - 8-myrcen, 3 - y-terpinen, 4 - thujanol-4, 5 - borneol, 6 - terpinen-4-ol, 7 - geraniol, 8 - thymol, 9 - nerol,
10- 8-karyofylen, |1 - kubeben, 12 - trans-nerolidol, I3 - 8-karyofylen oxid, 14 - a-kadinol, 15 —y-murolen, 16 - 4-epi-kubedol.

Obr. 5: Barvassilice febficku chlumniho (Achillea collina) ma
Obr. 4: Barva matefidouskové silice ziskané destilaci se  barvu modrou. Intenzita modré barvy stoupd s obsahem
pohybuje od svétle Zluté aZ po svétle hnédou. chamazulenu v silici.
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Srovnani obsahu vybranych
pomologickych znaku a nutricnich latek
u evropskych a asijskych odrid merunék

Necas T., Gottingerova M., Wolf ]., Kiss T., Ondrasek I.

Mendlova univerzita v Brné
Zahradnicka fakulta
tomas.necas@mendelu.cz

Na Zahradnické fakulté v Lednici se merunky
v genofondové kolekci uchovavaji a vyuzivaji
jiz od 60. let minulého stoleti zasluhou vy-
zkumné innosti pracovniku tehdejsi Katedry
ovocnictvi a vinohradnictvi pri Vysoké Skole
zemédélské v Brné (pozdéji MZLU a dnesni
Mendelové univerzité v Brné). U zrodu ko-
lekce merunék byli vyznamni ovocnari Gstavu
a to predevsim prof. Miloslav Vavra, Ing. Fran-
tiSek Hladik a zejména prof. Zdenék Vachuin.
V kolekci jsou zastoupeny odrudy vSech eko-
logicko-geografickych skupin merunék, vy-
znamné klony odridy Velkopavlovicka a také
velka skupina genotypl, predstavujici dono-
ry vyznamnych vlastnosti, vyuzivanych pro
Slechténi novych odrud. Celkovy stav kolekce
¢ita 377 polozek zapsanych v databazi GRIN
Czech 1.9.1 (za rok 2017).

Z historického hlediska je merunka novodo-
bym ovocnym druhem. Merunka obecna (Pru-
nus armeniaca L.) se do stredni Evropy dostala
azv |.stoletin. . (coz dokladaji archeologické
nalezy v okoli mésta Linz v Rakousku). Slované
merunku v raném stiredovéku nepéstovali,
i kdyz se spekuluje, Ze se na naSem Uzemi
péstovala od 9. stoleti v klasternich a slech-
tickych zahradach. V Madarsku se péstova-
ni eviduje od 10. stoleti, na naSem Uzemi az
od |I5. — 16. stoleti. Prvni pisemné zminky
o vyskytu merunék na uzemi CR pochazi

Obr. I: Cinskd odrida s hladkymi plody Juan-Sin

z |5. stoleti z roku 1427 (autor Jan Pitte-
kart z Hradisté u Tuchlovic). Dalsi pisemna
zminka pochazi z roku 1563 od Mathiolliho
v publikaci ,,Herbar aneb Bylinar*. Péstovani
merunék na tzemi dnes$ni CR bylo objektivné
potvrzeno az v 17. stoleti. V 8. stoleti jsou
jizznamy nékteré odrudy merunék jako napf.
Bohuticka. Prvni kolekce merunék slouzici
k poznavani vlastnosti a zejména jako zdroj
k rozmnozovani byla zalozena jiz v 18. stoleti
v Brné-Luzankach (NEmec 1595, Janson 1996,
VACHUN a kol. 2001, BEraNnOVA 2012).

Po obsahové strance jsou merunky boha-

tym zdrojem provitaminu A, jehoZ obsah je
ve srovnani s ostatnimi druhy ovoce az 10x
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vy$$i a déle jsou zdrojem vitaminu ze skupi-
ny B. Naopak obsah vitaminu C je pomérné
nizky. Z mineralnich a stopovych prvki ob-
sahuji zejména draslik, zelezo, vapnik, hor¢cik,
mangan, flor, kobalt, bor a méd. Vyhodou je
nizky obsah sodiku a vysoky obsah drasliku,
ktery pozitivné pusobi pfi chorobéich krevniho
tlaku a ledvin. Hlavni podil z pohledu zastou-
peni kyselin v plodech tvori kyselina citrono-
va a jablecna. Vyznamnou slozku tvofi cela
rada bioaktivnich latek spolecné vytvarejicich
vysokou antioxidacni kapacitu. Susené plody
merunék jsou tradiénim a vyznamnym zdro-
jem energie, Cerstvé plody nékterych odrud
pro suseni maji az 25 % sacharidu. Susené
jsou vyznamnym zdrojem proteinu (az od 5%)
a Zeleza (Korec 1998).

Obr. 2: Cinska odriida Mai-Che-Sin

Z hlediska zdravotniho vyznamu jsou diky
nizkému obsahu kalorii (cca 48-50 kcal/100 g)
vynikajici potravinou pri odtucnovaci dieté.
merunék je provitamin A. Diky tomu maji
vysokou terapeutickou hodnotu predevsim
pri diagnézach nemoci odi. Jejich konzumace
se doporucuje v pripadé suchych spojivek, pFi
jejich chronickém podrazdéni nebo svédéni,
ztrité ostrosti vidéni a Serosleposti. Pusobi
proti anémii (zpusobené nedostatkem Zele-
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za) — obsah zeleza v Cerstvych plodech neni
vyznamny, ale v suSenych ano. Vyuzivaji se pri
|é¢eni koznich onemocnéni a onemocnéni sliz-
nice, diky provitaminu A zvysuji odolnost vici
infekcim a plsobi jako antiseptikum. Doporu-
Cuji se pri chronickém zanétu sliznice hltanu,
zanétu prinosnich dutin a pri ekzémech.

Predmétem konzumace jsou i sladka jadra
(Janick a PauLL 2008). V semeni merunék se
vyskytuji kromé kyanogenniho glykosidu amyg-
dalinu (2%), u kterého se poukazuje na protina-
dorové ucinky (vitamin BI7 — laetryl), také jiné
steroidni slouceniny a olej s prevahou kyseliny
olejové (73,4 %), linolenové (20 %), palmitové
(3,5 %), stearové (2 %) a myristové (I,1 %).
Z aminokyselin je zastoupena mimo jiné prede-
vsim kyselina aspartamova, glutamova, treonin,
serin, prolin, alanin aj. Z lé€ivych G&inkd jader
merunék Ize pro priklad uvést potlaceni kasle
a zmirfiovani astmatu, pusobi také proti zacpé.
Jadra maji antibakterialni, analgetické a antipa-
razitické Ucinky (VaLicek 2009).

Prestoze péstovani merunék na Gzemi CR
v poslednich letech provazi znacné problé-
my, jsou merunky stale vysoce zadané ovoce
zejména pro pozitivni zastoupeni nutricnich
latek. Sortiment péstovanych odrid dnes
¢ita tisice odrid z raznych eko-geografic-
kych skupin péstovanych v raznych &astech
svéta. Pomologicka variabilita plodd stejné
jako pozadavky na podminky péstovani jsou
casto velmi rozdilné. Cilem hodnoceni geno-
fondu bylo nastinit rozdily v obsahu vybranych
latek v plodech merunék mezi odridami ev-
ropského a asijského typu. Obé skupiny jsou
casto pomologicky vyrazné odlisné a doposud
nebyly publikovany Gdaje, které by charakteri-
zovaly kvalitativni i kvantitativni rozdily u ob-
sahovych latek obou skupin. Poznani v této
oblasti pomuze pfi hledéni a vybéru vhodnych
donoru pozadovanych znakl s ohledem na
obsahové latky.
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Metody hodnoceni sortimentu merunék

Plody pro hodnoceni a analyzu byly sklizeny
z genofondové kolekce merunék na Zahrad-
nické fakulté v Lednici (ZF). Jedna se o vy-
sadbu zalozZenou v roce 1998-1999, ve sponu
5x3 m. Vysadba je kazdoro¢né dopliovana
o regenerované stromy evidovanych polozek
a o nové polozky (genotypy). Péstitelskym
tvarem je volné rostouci zakrsek bez termi-
nalu na podnozi merunkovy semenac. Z kazdé
odridy je vysazeno vidy 5 stromu. Kolekee je
aktualné bez zavlahy, od roku 2019 bude kom-
pletné pod zavlahou. Meziradi je zatravnéné,
pravidelné muléované. Osetrovani vysadby je
standardni: provadi se jarni prosvétlovaci fez,
ochrana proti pFezimujicim Skddcam, moni-
liovému UzZehu, gnomonii, mSicim a meram.
Stromy jsou pravidelné vizualné sledovany na
pritomnost Sarky Svestky (PPV) a evropské
Zloutenky peckovin (ESFY).

Kolekce merunék se nachazi na pozemcich
ZF MENDELU v obci Lednice v Jihomorav-
ském Kraji, v nadmorské vysce 164 m n. m.
Jedn se o jednu z nejteplejsich lokalit v CR,
kde primérné rocni teploty dosahuji 9,1 °C
a primérny dhrn srizek je 422 mm (1960-
1991), pramérnd teplota v letech 2010 - 2017
dosahovala jiz 10,7°C a 396,2 mm srazek. Ve-
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Obr. 4: Cinskd odriida Moi-Chua-Sin s nesoumérnymi plody
podobnd odriidé Hargrand

Obr. 3: Cinské odriida In-Bei-Sin s barevné velmi atrak-
tivnimi plody

getacni doba pro danou oblast trva od 19. 4.
do 19. 10., coz predstavuje 178 dni.

Odrudy merunék byly rozdéleny podle po-
mologického charakteru na odriidy evrop-
ského typu (bez vlivu geografického pivo-
du): Goldrich, Hacihaliloglu, Kioto, Koliza
rife, Lasgerdii Mashad, Leskora, Marlen (klon
odridy Velkopavlovickd), Murgab, Pinkcot,
Samurai, Strepet, Salah a odridy pomo-
logicky asijského charakteru: Achrori,
Gvardéjskij, Chuan-Sin, In-Bei-Sin, Jin-Na-Li,
Juan-Sin, Liaoning, Mai-Huang, Mai-Che-Sin,
Moi-Chua-Sin, Sai-Mai-Ti, Wan-Xing.

Vybrané pomologické znaky se hodnotily
podle Klasifikatoru pro merunku P. armeniaca
Mill., ktery byl vytvoren pro evidenci vicele-
tych vysledkd studia genetickych zdroju kul-
turnich rostlin (NITRANSKY 1992). Pomologické
znaky (hmotnost, refrakce, podil pecky na
plodu a chut’ duzniny) byly vzdy hodnoce-
ny u 10 plodi. Chut’ plodu byla hodnocena
bodové podle klasifikatoru, kdy | znamena
nejhorsi a 9 nejlepsi. Hmotnost plodi byla
standardné vazena laboratornimi vahami na
dvé desetinna mista gramu.
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Procenticky podil pecky na hmotnosti plodu byl
vypocten ze vztahu:

(hmotnost pecky (g)) / (hmotnost plodu (g))
x 100=%.

Refraktometrické stanoveni rozpustné suSiny
probihalo s vyuzitim Abbého refraktometru.
Méren byl tzv. pfimy obsah refraktometrické
susiny (hmotnostni procenta rozpusténého
cukru).

Stanoveni veskerych titrovatelnych kyselin pro-
bihalo potenciometrickou titraci, ktera je
zaloZena na sledovani zmén elektromotoric-
kého napéti clanku, jenz vznika béhem titrace
(VorLovA 2014). Do kadinky je navazeno 30 g
homogenizovaného vzorku, prida se 10 ml
destilované vody a ponori se kombinovana
elektroda. Za stalého michani, které zajis-
tuje elektromagneticka michacka, se titruje
roztokem 0,1 M NaOH do pH 8,1 (GoLIA3
a NEmcova 2009).

Stanoveni antioxidacni kapacity a obsahu
fenolickych latek

Stanoveni antioxidacni kapacity i mnozstvi
fenolickych latek bylo provedeno z metano-
lového vyluhu rostlinného pletiva. Bylo zho-
mogenizovano 5 g duzniny a pridano 20 ml
75 % metanolu. Takto pripraveny extrakt
byl uchovany pri pokojové teploté po dobu
24 hodin. Nasledné byl extrakt filtrovan pres
filtracni papir a dopInény na objem 50 ml 75 %
metanolem (ZgirAL 2005).

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych la-
tek se do 50 ml odmérné banky napipetuje
9 ml destilované vody, | ml metanolového
vyluhu a | ml Follin-Ciocalteuova ¢inidla. Po
10 minutach bylo pridano 10 ml 7 % uhli¢itanu
sodného (Na,CO,) a baika se za stalého mi-
chani doplnila po rysku destilovanou vodou.
Absorbance byla mérena po 90 minutach pri
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Obr. 5: Salah odriida s krémovou duzninou, s vysokym
obsahem cukru vhodnd na suseni a zpracovani

vinové délce 765 nm. Odecet byl proveden
proti standardu kyseliny gallové (NEUGEBAUE-
ROVA a VABkoVA 2011).

Stanoveni celkové antioxidacni kapacity je zalo-
Zeno na schopnosti stabilnich volnych radikald
I,1-difenyl-2-pikrylhydrazylu (DPPH) reagovat
s donory vodiku. Bylo pouzito 200 pl vhod-
né zredéného vzorku (20 pl vyluhu + 180 pl
75 % metanolu) a 3,8 ml reakéniho roztoku
DPPH. Absorbance se mérila po 30 minutach
od zacdatku reakce pri vinové délce 515 nm.
Jako standard byl pouzit Trolox (6-hydroxy-
-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
kyselina, TAC), proto je celkova antioxidacni
kapacita vyjadrena v mg ekvivalentu Troloxu
na | kg ¢erstvé hmoty (mgTAC.kg"') (NEUGE-
BAUEROVA a VABKOVA 2011). ZjiSténa data byla
analyzovana Statistickym softwarem Statistika
12 s pouzitim analyzy rozptylu a Tukeyova
HSD testu.

Hodnoceni pomologickych znaki

Hmotnost plodu a procenticky podil pecky na
hmotnosti plodu

Ze zjisténych vysledkl vyplyva, ze v klima-
tickych podminkach roku 2018 v nezavla-
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zované vysadbé dosahly nejvétsi hmotnosti
plodu z prvnich péti hned 4 ¢inské odrudy
(asijského typu). Nejvyssi hmotnosti plodu
bylo dosazeno u odrid Juan-Sin (primérné
64,71 g) a Chuan-Sin (70,62 g). Treti odrida
(prvni evropského typu) byla odriada Goldrich
(pivod USA) s hmotnosti 62,4 g (Graf 1). Sta-
tisticky zjiSténé rozdily mezi odrudami jsou
vysoce prukazné. Odridy byly zarazeny do
5 homogennich podskupin. Rozdil v primérné
hmotnosti mezi evropskou pomologickou sku-
pinou a asijskou je 7,79 g ve prospéch asijskych
odrid (47,05 g/ 39,26 g).

Procenticky podil pecky na hmotnosti plodu
charakterizuje vyuzitelny podil duzniny. Vy-
sledky ukazuiji, Ze podil pecky je u plodu evrop-
ského typu pramérné 6,86 %, coz je o 1,57 %
méné nez u odrud asijského typu (8,43 %).
Pramérny podil pecky dosahoval 7,84 %. Zjis-
téné rozdily jsou statisticky vysoce prikazné,

Obr. 6: Achrori velmi rand odriida piivodem ze zemi So-
vétského svazu

odrudy byly zarazeny do Sesti homogennich
podskupin. Z péti odrid s nejvétsim podilem
pecky byly 4 odridy asijského typu a odrida
Kioto (10,6 %). Naopak z péti odrid s nejniz-
sim podilem byly 4 evropského typu a jedna
asijského typu (Liaoning 5,19 %) (Graf 2).
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Graf 2: Podil pecky na hmotnosti plodu (%)

Chut’ duzniny a refraktometricka susina

Pro vyuziti zahrani¢nich odrid, zejména
téch asijskych, je dlleZité znat jejich chutové
a kvalitativni parametry. Je to zejména proto,
Ze chutové navyky jsou v asijskych zemich
vyznamné odlisné od téch evropskych. Je za-
jimavé, jak subjektivni hodnoceni chuti kores-
ponduje s hodnotami sladkosti, respektive
refraktometrické susiny.

Bylo zjisténo, ze jako nejlépe chutové hodno-
cené odridy byly odridy s vy$$im obsahem
cukru, vétsinou primarné uréené pro zpraco-
vani — suseni (Hacihaliloglu, Salah, Koliza rife,
Murgab, Lasgerdii Mashad). Jako nejlepsi byla
ale vyhodnocena €inska odruda Jin-Na-Li. Po-
mérné zajimavé a soucasné korespondujici se
soucasnym stavem Slechténi je také umisténi
dvou nejhlre hodnocenych odrud patficich
k nejvyznamnéjsim komerénim odridam v Ev-
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ropé (Kioto a Pinkcot). Mezi deset nejhire
hodnocenych odrud patfi také vyznamné
komer¢ni odridy Samurai a Goldrich (Graf
3). Chut’ (duzniny) je subjektivni znak, ktery
kazdy hodnotitel vnima individualné a zavisi
na mnoha vnéjSich faktorech (stari, pohlavi,
individualnim rozpolozeni, zdravotnim stavu
apod.). Vysledky v ramci realizovanych studii
nelze zcela objektivné srovnavat.

Pri hodnoceni refraktometrické susiny se
ukazalo, Ze odrudy s nejvyssimi hodnotami
refrakce priblizné koresponduji s odriadami,
které byly hodnoceny jako nejlepsi po chuto-
vé strance. Vyjimkou je pouze odrida Kioto,
ktera byla po chut'ové strance hodnocena jako
nejhorsi, prestoze ma nadprimérné hodnoty
refrakce (19,3 %). Primérné hodnoty refrak-
tometrické susiny dosahuji 15,79 %. Rozdil

dosahuje témér 13,4 %. Primérné je skupina
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odrud evropského typu sladsi o 2,63 % (evrop-
ské dosahli pramérné refrakce 17,07 %, asij-
ské pak 14,48 %) (Graf 4). Rozdily v ziskanych
hodnotéch jsou statisticky vysoce prukazné,
odridy byly rozdéleny do péti homogennich
podskupin.

Pri hodnoceni rozpustné susiny, tedy sub-
jektivniho vjemu sladkosti ovoce, ma velky
vliv také vzajemny pomér rozpustné susiny
a obsahu veskerych kyselin. Vzajemny pomér
,,sladkokyselosti je vyznamnym parametrem
hodnoceni kvality plodi. VANGDAL (1980) uvadi
jako prahovou hodnotu refrakce 11,3 % pro
hrusky, 12,5 % pro Svestky a 14,2 % pro tresné.
V praci CALISKANA et al. (2012) byly publiko-
vany vyrazné nizsi hodnoty refraktometrické
susiny u plodi merunék, které se pohybovaly
od 9,6 % — 14,6 %, prestoze se jedna o pésti-
telsky teplou oblast. Tyto hodnoty jsou u nas
dosahovany u standardnich odrid v nepfrilis
klimaticky priznivych letech.

Stanoveni celkovych titrovatelnych
kyselin

Jak jiz bylo uvedeno, celkovy dojem z chu-
ti je tvoren vzajemnym pomérem sladkosti
a kyselosti (pomérem sacharidu a kyselin).
Nicméné podle VANGDALA (1980) je napriklad
obsah kyselin v hruskach nizky a nema vliv na
vnimani chuti.

Opét pomérné zajimavé zjisténi je to, ze odru-
dy, které byly hodnoceny po chut'ové strance
velmi dobfe, maji pomérné nizky obsah kyselin.
Nejnizsi obsah kyselin byl zaznamenén u odrudy
Salah (3,69 g.kg") a déle u odrid Hacihaliloglu
a Jin-Na-Li (5,16 respektive 5,48 g.kg'). Pru-
mérna hodnota testovaného souboru dosahuje
15,93 g.kg"'. Rozdil v kyselosti asijskych odrid
je zanedbatelné vyssi neZ u evropskych odrid
(15,99 g.kg' u asijskych a 15,88 g.kg' u evrop-
skych odrid). Rozdily ve zjisténych hodnotach
jsou statisticky vysoce prukazné, variabilita
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Graf 5: Primérné hodnoty obsahu celkovych titrovatelnych kyselin
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Graf 6: Primérné hodnoty celkové antioxidacni kapacity

zjisténych dat je pomérné Sirokd, odrudy byly
rozdéleny do 12 homogennich podskupin.

Stanoveni antioxida¢ni kapacity
a hodnot fenolickych latek

Nejvyssi hodnoty antioxidacni kapacity v cers-
tvych plodech byly zaznamenany u plodu odri-
dy Moi-Chua-Sin (225,46 mgTAC.kg"), odridy
Wan-Xing (212,65 mgTAC.kg") a odridy Pink-
cot (205,72 mgTAC kg"'). Nejnizsi celkova an-
tioxidacni kapacita byla namérena u plodi odrid
Strepet a Hacihaliloglu (29,76 a 30,13 mgTAC.
kg'). PFi srovnani obou skupin se ukazalo, Ze
vyssi celkovou antioxidaéni kapacitu maji asij-
ské odridy (primérné 115,20 mgTAC.kg"),
kdezto evropské odriidy maji hodnotu pra-
méru nizsi (83,78 mgTAC.kg"). Rozdily mezi
odrudami byly potvrzeny jako statisticky vyso-
ce prukazné a serazeny do jedné homogenni
podskupiny. Primérna hodnota celkové an-

tioxidacni kapacity testovaného souboru me-
runék dosahovala 99,49 mgTAC.kg' (Graf 6).
Oproti jinému ovoci jsou tyto hodnoty velmi
nizké. Napriklad hodnoty antioxidacni kapacity
v Cerstvych plodech zimolezu a hlohu se pohy-
buji na Grovni 12 392,36 mgTAC kg respektive
12 199,21 mgTAC.kg"' (GOTTINGEROVA 2018).

Hodnoty fenolickych latek byly méreny ve
tfech rozdilnych vzorcich, a to v duzning,
slupce a ve smésném vzorku. Z vysledkl pak
vyplyva, Ze nejvétsi primérné zastoupeni fe-
nolickych litek je ve slupce (prumérné 1461,94
mg ekvivalentu GAE.|00 g') a naopak nejméné
pak v duzniné plodu (pramérné 715,53 mg
ekvivalentu GAE.100 g"). Pri posouzeni obsahu
fenolickych latek mezi obéma skupinami meru-
nék se ukazalo, Ze vyssi zastoupeni téchto latek
ve slupce je u asijské skupiny merunék (pru-
mérné 1509,79 mg ekvivalentu GAE.I00 g"),
u evropské skupiny se hodnota dosahla pru-
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méru 1414,08 mg ekvivalentu GAE.100 g
Rozdil obsahu v duzniné byl vyznamnéjsi; a to
926,13 mg ekvivalentu GAE.I100 g' u asijskych
k 504.94 mg ekvivalentu GAE.100 g"' u evrop-
skych odrid. Zajimavou studii zamérenou i na
antioxidacni kapacitu se zabyval WanI et al.
(2017), ktery zkoumal hodnoty fenolickych
latek u susenych merunék a hodnoty se pohy-
bovali v rozmezi od 8,77 do 12,11 mg GAE.g".

Nejvyssi hodnoty fenolickych latek ve smés-
ném vzorku vykazovaly éinské odridy Moi-
-Chua-Sin, In-Bei-Sin a2 Wan-Xing s hodno-
tami 2093,08; 2208,66; 2739,18 mg ekviva-
lentu GAE.100 g''. Naopak nejmensi hodnoty
obsahu fenolickych litek vykazovaly odridy
,»k suseni* Hacihaliloglu a Koliza rife (174,27
a 191,36 mg ekvivalentu GAE.I00 g'). Primér-
né hodnoty ve smésném vzorku se pohybovaly
na Grovni 874,21 mg ekvivalentu GAE.[00 g
Rozdily mezi zjisténym hodnotami jsou opét
vysoce statisticky prukazné.

Zavér

PFi hledéni vhodnych odrid zemédélskych
plodin pro péstitelské podminky CR zejména
v obdobi probihajicich klimatickych zmén, je
vhodné vyuzivat genofondové kolekce danych
druhd. Obecné jsou meruniky v asijskych pod-
minkich vystaveny vétSim vykyvum pocasi
a zménam z naSeho pohledu dasto az ex-
trémnim. Proto jsou z péstitelského hlediska
vhodné genetické zdroje skytajici potencial
zlepSeni péstovani merunék v probihajicich
zménach klimatu na nasem uzemi, praveé v Asii.
Z tohoto dlvodu bylo zapocato s jejich uzsim
testovanim zamérenym na zjistovani vlastnosti
tak, aby mohli byt vyuzity primo pro produk-
¢ni péstovani nebo pro slechténi.

Ze zjisténych vysledkd vyplyva, ze prozatim
dostupny pomérné omezeny sortiment pFi-
blizné 20 genotypu (ne vSechny jsou zahrnuty
v této studii) skytd vyznamny potencial v ob-
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lasti kvalitativnich i kvantitativnich vlastnosti
plodi merunék.

Jak je z vysledki patrné, nejlépe hodnocenou
odridou testovaného souboru po chutové
strance je ¢inskd odrida Jin-Na-Li. Nadpra-
mérné bylo hodnoceno celkem 5 asijskych
odrid. Naopak propadly moderni komeréni
odrudy, jako je Pinkcot a Kioto.

Nejvyssi hmotnost plodi byla dosazena
v suchych podminkach Lednice opét u cinské
odridy Chuan-Sin, pfi€¢emz 7 odrid z 11 nad-
prumérné hodnocenych bylo opét asijskych.
Nejhire opét dopadly evropské standardni
odrudy, jako je Kioto a Leskora (u Leskory
je maly plod standardnim znakem). Hodno-
ty refraktometrické susiny jsou do jisté miry
ovlivnény primarnim uplatnénim odrudy, pro-
to nejvyssich hodnot dosahly merunky urcené
k suseni, jako je Hacihaliloglu nebo Koliza rife.
Nicméné ve skupiné nadprimérné hodnoce-
nych jsou opét zastoupeny tfi asijské odrudy.
A opét nékteré evropské standardni odridy
zcela propadly (Samurai a Pinkcot). Obsah
kyselin jako faktoru také ovliviujiciho chut’ byl
nejvyssi u Cinské odridy Moi-Chua-Sin. Cel-
kem 50 % asijskych odrid dosahlo nadprimér-
nych hodnot. Naopak nejnizsi obsah kyselin
mély odridy pro suieni Salah a Hacihaliloglu.

Podil pecky na hmotnosti duzniny vyjadruje
vyuzitelnost plodu. Plody s velkou peckou jsou
v pfipadé primyslového zpracovani nebo suse-
ni méné ekonomicky vyuzitelné (velky odpad
z vahy ovoce). V tomto znaku jsou asijské odru-
dy prokazatelné horsi, kdy Sest odrid z celkem
dvanicti asijskych testovanych mélo nadpru-
mérné velkou pecku. Nejlépe naopak dopadly
komeréni odridy Goldrich, Samurai, Pinkcot.

Obecné vysledky pomologického hodnoceni
i celkové antioxidacni kapacity a fenolickych
latek vyznély ve prospéch asijskych odrud.
Nejvyssich hodnot antioxidaéni kapacity do-
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sahly éinské odridy Wan-Xing a Moi Chua-
ny u odrud pro zpracovani, jako jsou Strepet
a Hacihaliloglu. Fenolickych latek obsahovaly
taktéz vice asijské odrudy, kdy ve smési duz-
niny a slupky bylo naméreno u péti asijskych
odrud nadprimérnych hodnot.

Z uvedenych vysledki je celkem zfejmé, ze
asijské odrudy skytaji jisty potencial, ktery by
mél byt vyuzit jak ve Slechténi, tak v dalSim vy-
zkumu. Vzhledem k probihajicim klimatickym

zménam je totiz docela mozné, ze genetické
zdroje z oblasti pivodniho vzniku druhd ¢i sta-
novist’' s extrémnimi podminkami ve srovnani
s CR, budou jedinou perspektivou zachovani
komeréni produkce na nasem tzemi.

Podékovani: Vysledky v tomto prispévku vznik-
ly za podpory Narodniho programu genetickych
zdroju rostlin, kap. 6.2.10 Teplomilné a méné
Znamé ovoce, réva vinna, vytrvalé zeleniny, vy-
brané druhy kvétin a lécivych rostlin ZF MEN-
DELU Lednice 51834/2017-MZE-17253/6.2.10.
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Hodnoceni genovych zdroju révy vinné
s vyuzitim laboratornich metod

Stralkova? R., Mylova? P., LeiSova-Svobodova' L., Matéjova’ E.
! Vyzkumny dstav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha — Ruzyné

2Vyzkumna stanice vinafska Karl$tejn
stralkova@vurv.cz

V roce 2014 si pripomenul Narodni program
konzervace a vyuzivani genetickych zdroju
rostlin a agrobiodiverzity 20 let svého trvani.
Za tu dobu se v praci s genetickymi zdroji
mnohé zménilo, stejné jako se zménily metody
pouzivané pri jejich hodnoceni. V hodnoce-
ni révy vinné se doposud vyuzivalo hlavné
ampelografické hodnoceni (PavLousex 2008)
jednotlivych genotypt zaloZené na hodnoceni
vybranych fenotypovych znakd z deskriptoru
(klasifikatoru) pro révu vinnou (HuBACKOVA
a FABeroVA 1999). Dnes se pozornost soustre-
duje stale vice na popis genotypovych znaka.
Genotypem je oznacovan souhrn vSech gent
a dalSich oblasti ulozenych v sekvenci DNA,
z nichz nékteré se projevuji fenotypovymi
znaky a jiné jednoznacné charakterizuji dany
druh, odridu, jedince.

Vyzkumna stanice vinarska v KarlStejné oslavi
v roce 2019 své 100. vyrodi zalozeni. Ma-
terialy, které nyni v KarlStejné rostou, jsou
vybérem téch ceskych a svétovych odrud,
kterym se v drsnych podminkach karlstejn-
skych vinic dari dobre. V letech 2013 - 2016
doslo u vSech polozek Narodniho genofondu
révy vinné v Karlstejné k hodnoceni. Jedna
se o polni kolekci, vysazenou v letech 1990
- 1995. K analyze byly pouzity listy odebrané
v mésici ¢ervnu ve fazi pIné vyvinutého deva-
tého listu. Z celé rady riznych DNA analyz
byla vybrana metoda analyzy mikrosatelitd,
coz jsou kratké opakujici se sekvence.
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DNA byla extrahovana z mladych listd pomoci
komeréni soupravy DNAeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Germany) podle protokolu vyrobce.
Kvalita a koncentrace extrahované DNA byla
ovérena elektroforeticky v agarézovém gelu
porovnanim s velikostnim standardem AHin-
dlll a spektrofotometricky.

Pro analyzu mikrosatelitt bylo zvoleno 10 lo-
kust. Markery byly testovény a jejich pouziti
ovérovano v ramci nékolika EU projektl spolu
s vybérem vhodnych standardd alel. PCR re-
akce byly provadény podle optimalizovanych
protokoli a vysledné amplikony byly separo-
vany pomoci kapilarni elektroforézy v pristroji
ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer). Elektroforeo-
gramy byly analyzovany pomoci programi Ge-
neScan a Genotyper. Vysledna sestava alel je
uchovavana v programu MS Excel.

Matice genetickych vzdalenosti mezi ana-
lyzovanymi vzorky byly pocitany pomoci
Simple matching koeficientu nepodobnosti
v programu DARwin (http://darwin.cirad.fr/
darwin; Perrier and Jacquemoud-Collet 2006).
Shlukova analyza byla provadéna nevazenou
metodou nejblizsiho souseda. Vérohodnost
dendrogramu byla ovérovana metodou boot-
strapingu se dvéma tisici opakovanimi vypoctu
se zndhodnénym poradim vzorkl. Daéle bylo
vyuzito vicerozmérné skalovani, které bylo
provadéno v programu Statistica a korespon-
den¢ni analyza v programu NCSS.
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Statistickym zpracovanim ziskanych vysled-
ki byl vytvoren dendrodram, ktery ukazuje,
které odrldy jsou si geneticky blizsi ¢i vzda-
lenéjsi (Obr. |, Obr. 2). Touto metodou lze
napr. ovérit pravost odridy a popsat vzajemné

vztahy jednotlivych odrid. Dalsim grafickym
vysledkem zpracovani ziskanych dat je napr.
dvojrozmérny skalovy diagram (Obr. 3), shlu-
kujici k sobé materialy blizké podle vybranych
kritérii.
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Byli bychom velmi radi, kdyby tyto informace
o uvedenych neznamych a v Ceské republice
nepéstovanych odrudich poslouzily jak od-
borné, taki laické verejnosti. Vinari, péstitelé
i Slechtitelé si rozsiFi prehled o moznostech

vyuzivani genovych zdroju révy vinné at’ uz ke
Slechténi, vyzkumu, vyuce nebo pri budovani
naucnych stezek. Zahradkari a milovnici révy
vinné se mohou prijet k nam podivat, odridy
si prohlédnout a uvidét néco vyjimecného.
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Biologicky aktivni latky rodu lékorice

(Glycyrrhiza L.)

Neugebauerova J.

Mendlova univerzita v Brné
Zahradnicka fakulta
jarmila.neugebauerova@mendelu.cz

Lékorice je jednou z nejstarSich kulturnich
rostlin s |écivymi Gcinky. Jméno Glycyrrhiza
pochazi z rectiny (glykys, glykeros = sladky,
rhiza = koren). Lékorice (Glycyrrhiza) je vytr-
vala rostlina ¢eledi bobovitych (Fabaceae), rod
zahrnuje vytrvalé byliny s dlouhymi koreny
a oddenky. LékoFice maji lichozperené listy
s celokrajnymi nebo jemné pilovitymi listky.
Kvéty jsou v uzlabnich, dlouze stopkatych
hroznech. Koruna je bila, bilofialova, fialova
nebo modra. Kalich je kratce zvonkovity, slabé
dvoupysky. Plodem jsou nepukavé lusky, hlad-

Obr. I: Glycyrrhiza glabra kvétenstvi
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Obr. 2: G. glabra plodenstvi, oddenek

ké nebo ostnité. Lusky mohou byt dlouhé az
4 cm, rovné nebo pokroucené. Semena jsou
kulata nebo cockovita, po dozrani hnéda nebo
hnédocerna. Lékorice je entomogamicka.

Lékorice se vyskytuje prevazné v jizni Evropé
a Asii, méné v Austrdlii, v Severni a Jizni Ame-
rice. V Ceské republice nalezneme jen lékofici
lysou, je misty zplanéla i zdomacnéla jako po-
hojné péstovana na jizni Moravé az do druhé
poloviny 9. stoleti v okoli Hustopedéi (Pouzd-
rany, Popice, Starovice), Mikulova (Dolni Vés-
tonice, Strachotin) a Bzence. Na jizni Moravé
se doposud misty vyskytuje, zvlasté v okoli
Hustopeéi a Pouzdian. V Cechéch, kde byla
péstovana vzacné, roste v okoli Pardubic, na jiz-
nim Slovensku na sever az po Nitru a na vychod
po Plesivec (VymysLickY a NEUGEBAUEROVA 2009).
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Obr. 3: Glycyrrhiza uralensis kvétenstvi

Lékorice je odedavna pouzivana jako léciva
rostlina v lidové i oficinalni medicing, je vy-
znamnou surovinou pro farmaceuticky, po-
travinafsky a kosmeticky primysl nejenom
v Evropé, ale predevsim v Asii.

Z celkového poctu 21 druhd (The Plant List
2013) jsou nejvyznamnéjsi Iékorice lysa (Gly-
cyrrhiza glabra L. obr. 1, 2) a lékorice uralska
(Glycyrrhiza uralensis L., obr. 3, 4). Oba druhy
jsou uchovany ex situ v polni kolekci genofon-
du lécivych rostlin na pracovisti Zahradnické
fakulty MENDELU v Brné se sidlem v Lednici.
Nejpocetnéjsi skupinou jsou sbérové poloz-
ky druhu Glycyrrhiza glabra pivodem z okoli
Lednice, ze Starovic, PouzdFan a jedna poloz-
ka ze Simferopolu (Ukrajina). DalSimi druhy
zarazenymi v polni kolekci (aktudlné k datu
30. 6. 2018) jsou Glycyrrhiza echinata L., Gly-
cyrrhiza pallidiflora Maxim, Glycyrrhiza macedo-

Obr. 4: G. uralensis kofen

nica Bois. Et Orph. a Glycyrrhiza foetida Desf.
V aktivni kolekci je konzervovano 19 polozek,
v pracovni kolekei dalSich 6.

Oblast vyuziti IékoFice
- medicina a farmacie

surovinou lékoFicovy koren = Liquiritiae radix.
Je to ususeny neloupany nebo loupany, cely
nebo rezany koren a vybézky druhu Glycy-
rrhiza glabra L. a/nebo Glycyrrhiza inflata Bat.
a/nebo Glycyrrhiza uralensis Fisch. Hlavni G¢in-
nou latkou v korFenech a vybézcich je saponin
glycyrrhizin (kyselina glycyrrhizova) ve formé
vapenaté nebo draselné soli.

Podle Ceského lékopisu z roku 2017 (Mini-
STERSTVO ZDRAVOTNICTVi 2017) je pozadované
minimalni mnozstvi kyseliny glycyrrhizové (gly-
cyrrhizinu) 4,0 %. K Iékopisnym drogam patri
i Iékoricovy extrakt tekuty etanolicky standar-
dizovany (Liquiritiae extractum fluidum ethano-
licum normatum) obsahujici 3,0-5,0 % kyseliny
glycyrrhizové a lékoFicovy extrakt suchy pro
aromata (Liquiritiae extractum siccum ad saporand-
um), ktery ma obsahovat 5,0-7,0 % kyseliny 188-
glycyrrhizové, poéitano na vysuseny extrake.

Zahusténa lékoricova St'ava (Succus liquiritiae)
a lékoricovy koFen se pouziva pro ulehéeni
odkaslavani (expektorans), jako prostredek
mocopudny (diuretikum), mirné projimavy (la-
xans), zlepsujici chut’ (korigens) a také ochra-
nuje jaterni buiky (hepatoprotektivum). Ex-
pektoracni tcinky ma predevsim glycyrrhizin
a glycyrrhetin. Izolovany glycyrrhizin ma také
biotické, snizuje sekreci zaludecnich St’av. PFi
|é¢bé Zaludelnich viedd se pouziva derivat
glycyrrhizinu — karbonexol.

Lékoricovy koren neni toxicky, ale mél by
se uzivat v pfimérenych davkach, tj. denné
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3,0-12,0 g ususeného a pomletého korene ve
formé odvaru nebo nalevu. Pokud se pouziva
vodny extrakt, pak v mnozstvi 2,0-6,0 ml den-
né v poméru l:I. Vysoké davkovani tj. denné
20,0-60,0 g extraktu rozpusténého ve vode,
ktery se doporucuje priléc¢bé zaludecnich vie-
du, je moZné uZivat jen po dobu 4-6 tydni. Ma-
ximalni denni davka glycyrrhizinu je 100,0 mg,
pokud je obsazen v cukrovinkach. Nad toto
mnoZstvi mlze glycyrrhizin zvySovat krevni
tlak, nebo zpUsobit svalovou slabost, chro-
nickou unavu, bolesti hlavy, otoky a snizovat
hladinu testosteronu u muzt (Tumova 201 1).

Kromé glycyrrhizinu, kyseliny glabrinové a je-
jich glykosidd obsahuje lékoFicovy kofen také
glykosidy kyseliny |l-desoxyglycyrrhetinové
a liquiritové, dale izoflavonové glykosidy, ku-
mariny (umbeliferon a herniarin), latky typu
steroidnich hormon(, hor¢inu glycyramarin
a z flavonoidl predevsim liquiritin, isoliqui-
ritigenin a glabridin. Flavonoidy jsou nejvy-
znamnéjsimi latkami fenolické povahy korene
Iékorice. Fenoly jsou pFitomny ve vSech trech
farmaceuticky vyznamnych druzich (Glycyrrhi-
za glabra, Glycyrrhiza uralensis a Glycyrrhiza in-
flata) (CHeeL et al. 2013).

V soucasné mediciné je zkouman predevsim
antioxidacni cinek fenolickych latek a jejich
schopnost vazat volné radikaly. Tato vlastnost
snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni,
diabetu, astmatu a dalSich onemocnéni spoje-
nych predevsim s vy$sim vékem.

Oblast vyuziti IékoFice
- potravinarstvi a kosmetika

Glycyrrhizin je 50x sladsi nez sacharéza a proto
je pouzivan jako prirodni sladidlo v potravi-
narském primyslu. V Hustopedich, kde byla
lékoFice zpracovavana az do padesatych let
XX. stoleti pro vyrobu cukrovinek, se jako za-
klad pouzivala St’ava ze sladkého dreva (Succus
liquiritiae), tedy lékoficovy extrakt. Lékorico-
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vy extrakt je uveden také ve slozenfi limonady
Kofola. Izolovany flavonoid glabridin se vyuziva
rovnéz v kosmetickém primyslu pro jeho béli-

Hodnoceni IékoFice podle klasifikatoru

Klasifikator rodu lékorice, platny od roku 2012,
obsahuje 54 popisnych znaku. Jsou to znaky a)
morfologické: habitus, délka stonku, pramér
stonku, odéni stonku, zakladni barva stonku,
skvrnitost stonku, dopliikova barva stonku, pru-
rez stonku, pocet internodii, délka stfedniho in-
ternodia, pocet bocnich vétvi, délka slozeného
listu, pocet jarem listu, tvar terminalniho listku,
okraj terminalniho listku, vrchol termindlniho
listku, délka terminalniho listku, $irka terminal-
niho listku, barva listku, lesk listku, lepkavost
terminélniho listku, pFitomnost palistd, tvar
palistt, barva palistl, délka kvétenstvi, poéet
kvétenstvi na vyhonu, hustota kvétenstvi, po-
Cet kvétl v kvétenstvi, délka kvétu s kalichem,
barva kridel kvétd, pocet plodenstvi na stonku,
typ plodenstvi, tvar plodenstvi, délka plodenstvi
se stopkou, délka plodenstvi bez stopky, Sirka
plodenstvi, tvar plodu, délka plodu, Sifka plodu,
povrch plodU, pocet semen v lusku, tvar semen,
barva semen, barva na povrchu korene, barva
na prurezu kofene; b) biologické: celkovy zdra-
votni stav - napadeni $kidci a chorobami (vyskyt
Uromyces glycyrrhizae Magnus, Phyllosticta glycy-
rrhizae Brun., Rhizoctonia violacea Tull., Sitona
lineatus L., Ptinus fur L., Lasioderma serricorne
F.); c) biochemické: obsah glycyrrhizinu aaroma
(VymysLicky et al. 2012).

Stanoveni glycyrrhizinu ma zasadni vyznam
pro hodnoceni a identifikaci polozek lékorice,
protoze je jednim z uréujicich znakd. Druhy
lékoFice jsou rozdéleny do dvou skupin; prvni
tvorFi takzvané pravé lékorice (Euglycyrrhiza
Bois.) a druhou nepravé |ékorice (Pseudoglycy-
rrhiza Regel. Krug.) Skupina Euglycyrrhiza, kam
patfi druhy G. glabra, G. uralensis, G. inflata,
G. korshinskyi, G. aspera obsahuje jako majo-
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ritni saponinovou slozku glycyrrhizin. Dalsi
druhy = G. echinata, G. macedonica, G. lepidota
a G. pallidiflora skupiny Pseudoglycyrrhiza ob-
sahuji makedonosid C jako majoritni saponin.

Metoda stanoveni glycyrrhizinu

Pro stanoveni obsahu glycyrrhizinu se pouziva
metoda vysoce Ucinné kapalinové chromato-
grafie (HPLC), uvedena v platném |ékopisu
(Ministerstvo zdravotnictvi 2017). Kapalinova
chromatografie je separacni metoda zalozena
na rozdilu v distribuci latek mezi dvé nemisi-
telné faze. Mobilni fazi je kapalina, ktera postu-
puje stacionarni fazi (silikagelem). Kvalitativni
stanoveni se provadi z retencnich dat a kvan-
titativni stanoveni z ploch (vysek) pikl vzorku
a standardu. Pro hodnoceni na pracovisti ZF
MENDELU se pouziva kapalinovy chromato-
graf ECOM (CZ).

Pro analyzu se odebira 1,00 g praskované drogy
(Iékoricovy koren = Liquiritiae radix). VSechna
hodnoceni obsahu se provadi ve tirech opako-
vanich, primérna hodnota je poéitina na vy-
suSenou drogu (konstantni hmotnost vzorku).

Zjisténé hodnoty obsahu glycyrrhizinu, sledo-
vané prubézné od roku 1995, se pohybovaly
v rozmezi 0,05 % (42A4400008 Glycyrrhiza echi-
nata) az 13,38 % (42A440001 | Glycyrrhiza glabra).
Hodnoty obsahu glycyrrhizinu jsou zavislé pre-
devsim na druhu, ale také na stari rostliny, mor-
fologii podzemnich organt a terminu sklizné.

Stupnice prezentovana v systému GRIN na-
byva hodnot 3 (pro nizké mnozstvi do 0,5 %),
5 (stfedni mnozstvi 0,5-2,5 %) nebo 7 (vysoké
nad 2,5 %). Tato stupnice bude revidovana
a upravena vzhledem k lékopisnym poza-
davkum a také k mnohaletym zkuSenostem
s hodnocenim tohoto biochemického znaku.

Kromé obsahu glycyrrhizinu je z hlediska vy-
uziti lékorice ve vsech oblastech vyznamna

jeji antioxidacni aktivita a obsah fenolickych
latek. Prvni hodnoceni 26 polozek genofondu
Iékorice bylo provedeno v roce 2017.

Metoda stanoveni celkové antioxidaéni
kapacity (TAC)

Celkova antioxida¢ni kapacita byla na pracovisti
ZF MENDELU stanovena spektrofotometric-
kou metodou s pouzitim DPPH radikalu (2,2-di-
fenyl-1pikrylhydrazyl) (ZLocH et al. 2004). Meto-
da spociva v reakci testované latky se stabilnim
radikalem DPPH. Pri reakci dochazi k redukci
barevného stabilniho radikalu DPPH na bez-
barvy. Rychlost a rozsah odbarveni (pokles
absorbance) jsou tmérné antioxidaéni (anti-
radikalové) ucinnosti analyzovaného extraktu.

Rostlinny material (2,00 g praskované dro-
gy) je extrahovano v 75 % metanolu po dobu
24 hodin. Macerat je filtrovan pres filtraéni
papir do 50 ml bariky a dopInén po rysku 75%
metanolem (SHAN et al. 2005). Takto pFipraveny
extrakt vzorku je také pouzivan pro stanoveni
celkového obsahu fenolickych latek (TPC). Pro
stanoveni antioxidaéni kapacity je pouzit jako
indikator 4mM roztok DPPH v metanolu. Ke
2,5 ml reakéniho roztoku DPPH je napipeto-
vano 200 pl analyzovaného extraktu. Po 30
minutach se méri absorbance na spektrofoto-
metru SPECORD 50 PLUS pri vinové délce 515
nm. Jako standard se pouziva Trolox. Analyza
kazdého vzorku se déje ve trech opakovanich,
prumérna hodnota je vztazena na konstantni
hmotnost vzorku. Vysledky jsou prepocitany
namg Troloxu v 100 g vzorku (mg TE. 100 g-1).

Nejvyssi celkova antioxidacni kapacita byla na-
méFena u polozky Glycyrrhiza uralensis s pracov-
nim Cislem 37 (2,00 mg TE. 100 g'), nejnizsi
hodnoty byly naméreny u polozky Glycyrrhiza
uralensis s pracovnim &islem 77 (0,32 mg TE.
100 g'). V pripadé polozek Glycyrrhiza glabra
se hodnoty TAC pohybovaly v rozmezi 0,47-
[,I7 mg TE. 100 g
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Metoda stanoveni celkového obsahu
fenola (TPC)

Metoda stanoveni celkového obsahu fenoll
(TPC) je zalozena na oxidacné redukéeni reak-
ci, pri které v alkalickém prostredi fenolové
slouéeniny oxiduji.

Stanovuje se spektrofotometricky pomoci Fo-
lin-Ciocalteuova ¢inidla (ZLocH et al. 2004).
Ze zasobniho extraktu je napipetovano 50 pl
do 50 ml odmérné banky s 9,0 ml destilované
vody, a poté je pridan 1,0 ml Folin-Ciocalte-
uova Cinidla. Po 5 minutach pak 1,0 ml 7%
Na,CO, a je dopInéno po rysku destilovanou
vodou. Takto pripraveny vzorek je ponechan
15 minut pri laboratorni teploté. Absorbance
vzorkd je méfena pri vinové délce 750 nm na
pristroji SPECORD PLUS 50. Kazdy vzorek
se stanovuje tfikrat. Primérné hodnoty jsou
prepocteny na 100 g susené hmoty a vyjadieny
v mg ekvivalentu kyseliny gallové (mg GAE.
100 g™).

Seznam pouzité literatury

Nejvyssi celkovy obsah fenolickych latek byl
naméren u polozky Glycyrrhiza uralensis s pra-
covnim &islem 37 (7,52 mg GAE. 100 g'') a nej-
nizsi hodnoty byly naméreny u polozky Glycy-
rrhiza uralensis s pracovnim Cislem 71 (2,21 mg
GAE. 100 g"'). Hodnoty TPC se v pfipadé po-
lozek genofondu Glycyrrhiza glabra pohybovaly
v rozmezi 3,40-6,92 mg GAE. 100 g"".

Z hlediska dalSiho vyuziti Iékorice je treba se
zamérit na popis chemotaxonomickych zna-
k. Kromé stanoveni glycyrrhizinu, celkové
antioxidacni aktivity a celkového obsahu feno-
lickych latek to bude hodnoceni nejvyznam-
néjsich flavonoidi (liquiritin, glabridin) a jejich
celkového obsahu. Vysledky hodnoceni latek
s antioxidacnimi Gcinky maji v pripadé lékori-
ce prvorady vyznam pro identifikaci polozek
genofondu. Vzhledem k poctu zastoupenych
druhd v kolekci je moZné touto cestou poskyt-
nout uzivatelim dalsi presnéjsi charakteristiky
a podporit tak zajem o Slechtitelské a vyzkum-
né aktivity v Ceské republice i zahranidi.
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Hodnoceni kolekce chmele a prinos

planych forem

Nesvadba V., Charvatova J., Stefanova L.

Chmelarsky institut s.r.o. Zatec
nesvadba@chizatec.cz

Genetické zdroje chmele jsou uchovany v pol-

ni kolekci ex situ tzn., ze vSechny polozky za-

razené do kolekce jsou hodnoceny na stano-

visti polni kolekce. Genetické zdroje chmele

zarazené do unikatni kolekce jsou déleny dle

charakteru materialu do téchto skupin:

I. krajové a primitivni formy,

2. péstované a restringované odruidy,

3. ostatni biologicky material (nova slechténi,
vyznaéné komponenty hybridu atd.),
plané chmele.

Zalozeni polni kolekce se ridi metodikou vy-
sadby chmelnic (Fric a Beranek 1997); a to
ve sponu 300 cm meziradi (dle mechanizacni
techniky), mezi rostlinami je vzdalenost mi-
nimalné 80 cm a maximalné 120 cm. V polni
kolekci jsou vSechny polozky mnozeny klo-
novanim pro zachovani genetické identity.
Na stanovisti je kazdy genotyp po vysadbé
udrzovan 15 az 20 let. Po této dobé je re-
generovan opét klonovanim. Tento zpusob
uchovani kolekce je nutny jak z divodu hod-
noceni polozek, tak z hlediska nizsi frekvence
genetickych zmén (mutaci). Nové polozky
jsou ziskavany od slechtitelskych firem nebo
z pracovni kolekce, kde jsou hodnoceny plané
chmele z expedic v tuzemsku a v zahranici.
PFi zarazovani novych polozek do kolekce
GZ chmele je nutné dodrzovat tyto zakladni
body:

a) Kompletace informaci o nové polozce,

b) zaevidovani pasportnich dat do IS GRIN

Czech,

c) rozmnozeni ziskaného materialu na min.
pocet 10 rostlin (Obr. 1),

d)hodnoceni zdravotniho stavu,

e) vysadba do izolované chmelnice,

f) predbézny popis zédkladnich znaku,

g) priprava sadby pro zarazeni do aktivni ko-
lekce.

Obr. [: MnoZeni vybranych poloZzek chmele

Nejdulezitéjsi ¢ast hodnoceni kolekce chmele
probiha v aktivni kolekei (Obr. 2). V této casti
je nutné dodrzet tyto zakladni postupy:

a) Vysadbu provést dle metodiky vysadby
chmele.

b) Vysadba aktivni kolekce se provadi ve 3 opa-
kovanich po 8 rostlinach. Soucasné je tfeba
zajistit zapojeni porostu a chybéjici rostliny
prubézné dopliovat.

) V prvnim roce péstovani se jednotlivé po-
lozky nehodnoti (nedosahuji plné vykon-
nosti).
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d)Hodnoceni se provadi od druhého roku
péstovani a to po dobu minimalné 5 let.
Pokud jsou v pribéhu nékterého roku
nepriznivé povétrnostni podminky, které
ovlivnily rist ¢i vyvoj rostlin chmele, je nut-
né hodnoceni opakovat v nasledujicim roce.

e) Hodnoceni se provadi na zakladé Klasifika-
toru chmele (Humulus lupulus L.), ktery je
platny od roku 2000, ve kterém je defino-
vano 73 deskriptort (znaky morfologické,
biologické, hospodarské a dodatkové).

Obr. 2: Polni kolekce genetickych zdroji chmele

Po hodnoceni aktivni kolekce jsou polozky

presazeny do depozitni casti polni kolekce

(min. 4 rostliny). VSechny polozky jsou vzdy

v polni kolekci GZ chmele a to z téchto du-

vodu:

a) Je mozné kazdoroéné z kazdé polozky po-
skytnout uzivatelim vzorky ve formé chme-
lovych hlavek a listd, popripadé chmelové
sadé.

b) Je mozné kazdoro¢né vyuzivat vSechny po-
lozky pro slechténi chmele.

c) PFi extrémnich podminkach Ize hodnotit
dilezité znaky (odolnost k mrazu, suchu i
zamokfeni, odolnost vylamovéni pazochi
pfi vichrici atd.).

d)Je mozné odstranit zjiSténé mutace, na sta-
novisti se projevuji vSechny znaky genotypu.
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V soucasné dobé je v kolekci GZ chmele za-
razen vysoky pocet planych chmeld, proto se
této Casti musi vénovat zvySena pozornost pri
hodnoceni znakl. Hlavni divod hodnoceni
je ovéFeni pozadovanych znaku, nebot’ Fada
znaku je ovlivnéna prostfedim. Z historie je
patrné, ze se chmel péstoval témér na celém
azemi Ceské republiky (BERANEK a FRiC 1994).
Proto je nutné postupné v téchto lokalitach
nalézt tyto puvodni rostliny, sledovat je a po-
pripadé zaradit do GZ chmele. Soucasti tvorby
kolekce planych chmell je i sbér v zahranici,
kde se vyskytuiji odlisné genotypy nez v CR
a dle informaci byly nalezeny plané chmele
s vysokou odolnosti jak ke skidcim a cho-
robam, tak i k vnéjsim podminkam (sucho,
vysoka hladina spodni vody atd.). Soucasné
byly nalezeny genotypy s odliSnym slozenim
chmelovych pryskyric i silic. Tyto poznatky
jsou uvedeny v radé odbornych publikaci
(HamPTON et al. 2002, NEesvapea et al. 2009).

PFi hodnoceni planych chmeli na stanovisti se
zamérujeme na 10 hlavnich deskriptoru, cha-
rakterizujicich morfologii rostlin, na chemické
analyzy chmelovych hlavek a popis stanovis-
té. Po 2 az 3 letech hodnoceni jsou vybrany
genotypy jak typické pro danou oblast, tak
geneticky zajimavé (odolnost, znaky které
nejsou v GZ chmele). Vybrané genotypy jsou
namnozeny na minimalné 8 rostlin pro vysad-
bu do pracovni kolekce. V pracovni kolekci
probiha minimalné 3leté hodnoceni zaklad-
nich deskriptor( shodnych jako na stanovisti,
nebot’ rada znaki je polygenné zalozena a je
ovlivnéna prostredim, proto je nutné znaky
stanovené na stanovisti ovérit i v polnich pod-
minkach. Pomoci analyzy DNA se identifikuje
geneticka rozmanitost. Na zakladé vysledkd
hodnoceni GZ na stanovisti a v pracovni ko-
lekci jsou nové odlisné genotypy zarazeny do
polni kolekce GZ chmele. O predani planych
chmelu do polni kolekce GZ chmele je pro-
veden protokolarni zapis.
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V rdmci hodnoceni planych chmeli se v sou-
¢asné dobé pouziva analyza obsahu a slozeni
chmelovych silic. Chmelové hlavky jsou sklize-
ny v technologické zralosti, po sklizni ususeny
pri teploté 55 — 60 °C. Tésné pred analyzou se
suché chmelové hlavky rozdrti (mleti). Chme-
lové silice jsou izolovany destilacni metodou,
obsah silic stanoven jako hmotnostni podil
vytékany v prubéhu devadesatiminutového
varu ze 100 g chmele. Slozeni silic je urceno
plynovou chromatografii na chromatografu
Varian 3400 ve spojeni s hmotnostnim de-
tektorem Finnigan ITD 800 a kapilarni koloné
DB5 30m x 0,25 mm x 0,25 um s teplotnim
programem v intervalu 60-250 °C. Nosnym

plynem je hélium o pratoku | ml/min, nastrik
déleny v poméru 1:50. Slozky chmelovych si-
lic jsou identifikovany na zakladé porovnani
eluénich éasi hmotnostnich spekter slozek se
standardy a pomoci knihovny hmotnostnich
spekter. Semikvantitativni hodnoceni slozeni
silic formou relativniho zastoupeni obsahu slo-
Zek vychazi z ploch eluénich pasu jednotlivych
latek, vztazenych na celkovou integrovanou
plochu vsech slozek. Slozky jednotlivych silic
maji vyznamny podil na charakteru vané (ta-
bulka 1), takZe charakter viné Ize na zakladé
znalosti slozZeni silic identifikovat. Nasledné
jsou vytvoreny grafy charakterizujici jednot-
livé viiné (Graf I).

Tabulka I: Senzoricky charakter viiné podle slozeni chmelovych silic

Fruity Floral Citrusy Herbal Spicy
isobutylisobutyrate linalool limonene beta pinene myrcene

2+3 methylbutylisobutyrate geraniol beta phelandrene  alfa kopaene
2-nonanone farnesol beta selinene karyophylene
S-methylthiohaxanoate 2-dekanone alfa selinene farnesene
methylnonanoate gama kadinene humulene
2-undekanone delta kadinene karyofylenepoxide

methyldekadienoate

Frui

\ /

Herball' :

Graf |: Charakter chmelového aroma

humulenepoxide |

humulenepoxide Il

Prinos planych forem chmeld je velmi vyznam-
ny. Proslechtovanim odrid chmele na agro-
technické a pivovarské vlastnosti se vyrazné
sniZuje geneticka variabilita. Z tohoto divodu
jsou od roku 1997 provadény sbéry planych
chmell. V soucasné dobé se zarazuji do §lech-
téni chmele v Ceské republice.

V tabulce 2 je uvedeno vyuZziti planych chmeld
pro slechténi chmele. Plané chmele jsou do
Slechténi zarazeny od roku 2005. Jak je patr-
né, tak se podarilo ziskat pouze dva nadéjné
genotypy z pivodnich semen z planych chmeld
(Kavkaz a Altaj). Usp&snéjsi je pouziti sam&ich
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planych chmeld s odridou Kazbek pro spe-
cifické viné. Nejzajimavéjsi je vyuZiti planych
samcu z Kanady a USA. Z jejich potomstev se
podafrilo ziskat celkem 38 nadéjnych genotypd,
které jsou zarazeny do Slechtitelskych Skolek.
Predevsim plany samec z Kanady (180 — Antler
River Valley, ziskany z expedice v roce 2003)
s Kazbekem vykazuje 6,34 % Slechtitelkou
Uspésnost.

Plané chmele jsou charakterizovany v ram-
ci dotace MZe pro ,,Narodni program
konzervace a vyuzivani genetickych zdro-
ju rostlin a agrobiodiversity* (51834/2017-
MZE-17253/6.2.1). Dale se podarilo ziskat

dva mezinarodni projekty. V ramci projektu
ME832 ,,Prizkum vyskytu planych chmeld
v oblasti Severni Osetie, stanoveni jejich
genetické hodnoty s cilem jejich uplatnéni
jako donorl cilenych vlastnosti v Slechtitel-
ském procesu ceského chmele a stanoveni
vhodnosti mistnich podminek pro péstovani
chmele®, ktery byl resen v letech 2006 az
2010, byly provadény kazdorocné expedice
zamérené na sbéry planych chmeld. V letech
201222013 byl proveden podrobny prizkum
vyskytu planych chmeld na uzemi Slovenska
v ramci projektu MOBILITY 7AMBI2SK 184
»Nové aspekty vyuziti chmele pro zemé-
délské, agroekologické a fytomedicinské

Tabulka 2: Vyuziti planych chmelii ve $lechténi v Ceské republice od roku 2005

Rok Slechtitelsky material

2005
2006

Semena z Kavkazu
Semena z Kavkazu
Semena z Belgie

2008

2009

Semena z Kirgizie

Sladek x plany chmel (Francie 35)
Semena z Kirgizie

Kazbek x plany chmel (Kanada 180)
Kazbek x plany chmel (Kanada 189)
SmI2HI 1 x plany z Ruska (Cuva3)

2012

semena z Kavkazu
2013
2014

SmI3 x pyl z Altaje

Semena z Altaje

Kazbek x plany chmel (USA 139)
Kazbek x plany chmel (Kanada 187)
Kazbek x plany chmel (USA 57)
Kazbek x plany chmel (USA 50)
Kazbek x plany chmel (Kanada 180)

2017
5164 x plany chmel (USA 72)

2015
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Pocet Pocet vysazenych  Vybéry
vysetych semenacovych pro dalSi
semen rostlin Slechténi
200 60 |
1400 250 0
200 0 0
443 210 0
400 120 0
600 40 0
650 410 26
140 90 |
168 40 0
2400 460 0
0 0 0
1600 508 |
235 166 4
256 170 3
1219 560 4
65 20 0
1555 1250
3 0
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Obr. 3: Plany chmel v Jesenikach (obec Uhelnd)

aplikace®. V soucasné dobé se provadi pru-
zkum vyskytu planych chmelll v Jesenikach
(Obr. 3).

Kolekce chmele v Ceské republice patii mezi
nejvétsi genetické zdroje chmele na svété a je
vyuzivana pro Slechténi, védecké ucely, stu-

dijni potreby. Kazda polozka je pristupna pro
Ceské i zahranicni pracovisté a to ve vsech
formach vzorkd (rostliny, suché hlavky, listy
nebo DNA). V poslednich letech maji zajem
o vzorky chmeld i malé éeské pivovary pro
testovani a selekci odriad chmele vhodnych
pro vznik novych znacek piv.
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